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 Resumen 
Ciclooxigenasa (COX)-2 es la enzima que cataliza la reacción limitante en la 
biosíntesis de prostanoides, siendo prostaglandina E2 (PGE2) el metabolito generado más 
abundante. Su expresión se ha detectado en esteatohepatitis no alcohólica (EHNA) y en 
fibrosis hepática. Sin embargo, el papel que presenta en el desarrollo y progresión de estas 
enfermedades es muy controvertido. Para analizarlo, se ha utilizado un modelo de ratón 
transgénico (Tg), portador del gen COX-2 humano en el hepatocito (hCOX-2-Tg). A 
estos animales se les ha tratado con una dieta deficiente en metionina y colina (MCD) 
para inducir EHNA, se les ha sometido a una ligación del conducto biliar común (BDL) 
o a un tratamiento con tetracloruro de carbono (CCl4) para inducir fibrosis hepática. Por 
otro lado, microARNs (miARNs, miR) son pequeñas moléculas de ARN (ácido 
ribonucleico) monocatenario no codificante, cuya función consiste en regular la expresión 
génica a nivel post-transcripcional. Dada su relevancia en las enfermedades hepáticas 
crónicas, se ha analizado el patrón de expresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p, y su 
relación con PGE2, en la fibrosis hepática. Como resultado, se ha observado que PGE2 
dependiente de COX-2 presenta un papel protector frente al desarrollo de EHNA y 
fibrosis hepática en modelos murinos, dado su papel anti-inflamatorio, anti-apoptótico y 
anti-oxidante; y la inhibición de la activación de las células esteladas hepáticas (HSC) 
tanto in vivo como in vitro. Respecto a su papel protector en la fibrosis hepática, los 
resultados sugieren que PGE2 actúa de dos formas: inhibiendo la apoptosis de los 
hepatocitos, y disminuyendo la expresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p en las HSC, lo 
que reduce la proliferación y aumenta la apoptosis en estas células. Por último, se ha 
analizado la expresión hepática de COX-2, así como los niveles de PGE2 y miARNs en 
suero de pacientes con EHNA o fibrosis hepática. Se ha observado una inducción de la 
expresión de COX-2 y PGE2 endógena como parte de un mecanismo de defensa en 
respuesta al daño hepático.
  
22 
 Abstract 
Ciclooxigenase (COX)-2 is the enzyme that catalyzes the limiting reaction in 
prostanoids biosynthesis, being prostaglandin E2 (PGE2) the most abundant metabolite 
generated. COX-2 expression has been detected in non-alcoholic steatohepatitis and liver 
fibrosis, however, its role in the development and progression of these diseases is highly 
controversial. To analyze this, a transgenic mouse model (Tg), carrying the human COX-
2 gene in the hepatocyte (hCOX-2-Tg) was used. These animals have been treated with a 
methionine and choline deficient diet (MCD) to induce NASH, have been subjected to a 
bile duct ligation (BDL) or to a treatment with carbon tetrachloride (CCl4) to induce liver 
fibrosis. On the other hand, miRNAs are small non-coding single-stranded RNA 
molecules whose function is to regulate gene expression at post-transcriptional level. Due 
to its relevance in chronic liver diseases, the expression pattern of miR-23a-5p and miR-
28a-5p, and its relationship with PGE2 in liver fibrosis, has been analyzed. As a result, 
COX-2-dependent PGE2 has been shown to play a protective role against the development 
of NASH and liver fibrosis in murine models, given its anti-inflammatory, anti-apoptotic 
and anti-oxidant role; and the inhibition of hepatic stellate cells (HSC) activation both in 
vivo and in vitro. Regarding its protective role in liver fibrosis, the results suggest that 
PGE2 acts by two ways: by inhibiting the hepatocytes apoptosis, and decreasing the 
expression of miR-23a-5p and miR-28a-5p in HSC, which reduces proliferation and 
increases apoptosis in these cells. Finally, the hepatic expression of COX-2 and levels of 
serum PGE2 and miRNAs in patients with NASH or liver fibrosis has been analyzed. 
Induction of endogenous COX-2 and PGE2 expression has been observed as part of a 
defense mechanism in response to liver damage. 
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15-PGDH---------------------------15-hidroxiprostaglandina deshidrogenasa dependiente de NAD+ 
3´UTR-------------------------------Región 3´ no traducida 
AA-----------------------------------Ácido araquidónico 
ADN---------------------------------Ácido desoxirribonucleico 
ADNc--------------------------------ADN complementario 
Ago-----------------------------------Proteína argonauta 
AINEs-------------------------------Anti-inflamatorios no esteroideos 
ALT---------------------------------Alanina transaminasa 
AMPc--------------------------------Adenosina monofosfato cíclico 
AMPK-------------------------------Proteína quinasa activada por AMP 
AP-1----------------------------------Proteína activadora 1 
APAP--------------------------------Paracetamol 
ARN----------------------------------Ácido ribonucleico 
ARNm-------------------------------ARN mensajero 
AST----------------------------------Aspartato transaminasa 
BDL----------------------------------Ligación del conducto biliar 
BMP2--------------------------------Proteína morfogenética ósea 2 
BSA----------------------------------Albúmina de suero bovina 
Cat------------------------------------Catalasa 
CAV1--------------------------------Caveolina 1 
CCl4----------------------------------Tetracloruro de carbono 
CCR2--------------------------------Receptor de quimioquina C-C 2 
CDH1--------------------------------Cadherina 1 
C/EBP/NF-IL6---------------------Proteína potenciadora de enlace a CCAAT 
CHC---------------------------------Carcinoma hepatocelular 
CMI----------------------------------4-ciano-3-metil-isoquinolina 
COL1A1----------------------------Colágeno 
ConA--------------------------------Concanavalina A 
COX---------------------------------Ciclooxigenasa 
cPGES-------------------------------Prostaglandina E sintasa citosólica 
CRE---------------------------------Elemento de respuesta a AMPc 
CTGF-------------------------------Factor de crecimiento del tejido conectivo 
Ctrl----------------------------------Control 
DAPI--------------------------------4´,6-diamidino-2-fenilindol 
DFU---------------------------------5,5-dimetil-3(3-fluorofenil)-4-(4-metilsulfonil) fenil-2 
(5H)-furanona 
D-Gal-------------------------------D-galactosamina 
DGCR8-----------------------------DiGeorge región crítica 8 
DTNB-------------------------------5,5´-ditio-bis-2-(ácido nitrobenzoico)E-box: Caja E 
E.E.----------------------------------Error estándar 
EHGNA-----------------------------Enfermedad del hígado graso no alcohólico 
EHNA-------------------------------Esteatohepatitis no alcohólica 
ENA---------------------------------Esteatosis no alcohólica 
ERAs--------------------------------Elementos ricos en AU 
ERK---------------------------------Quinasas reguladoras de señales extracelulares 
ERM---------------------------------Elementos de respuesta a miARNs 
ERO---------------------------------Especies reactivas de oxígeno 
FBS----------------------------------Suero bovino fetal 
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FI-------------------------------------Factor de inducción 
GFP----------------------------------Proteína fluorescente verde 
GPCR--------------------------------Receptores acoplados a proteína G 
GSHt---------------------------------Glutatión total 
Gsr------------------------------------Glutatión reductasa 
GSSG--------------------------------Glutatión oxidado 
Gαs------------------------------------Proteínas G-estimuladoras 
H2DCFDA/DCFH-DA/DCFH---2’,7’-diclorodihidrofluoresceína-diacetato 
hCOX-2-Tg-------------------------Ratón transgénico portador del gen COX-2 humano en el  
hepatocito 
HCR----------------------------------Región específica de control hepático 
HDL----------------------------------Lipoproteínas de alta densidad 
HFD----------------------------------Dieta grasa 
HGF----------------------------------Factor de crecimiento de los hepatocitos 
HN------------------------------------Hígado normal 
HP-------------------------------------Hepatectomía parcial 
HSC-----------------------------------Células esteladas hepáticas 
HSCa-MF----------------------------Miofibroblastos activados 
HSCq---------------------------------HSC quiescentes 
HuR-----------------------------------Proteína de unión a ARN 
H&E----------------------------------Hematoxilina-Eosina 
IL-1β----------------------------------Interleuquina 1β 
IL-6-----------------------------------Interleuquina 6 
i.p.-------------------------------------Intraperitonealmente 
IRS1----------------------------------Sustrato del receptor de insulina 1 
JNK/SAPK--------------------------Quinasa c-Jun N-terminal/Proteína quinasa activada por estrés 
LPO-----------------------------------Peroxidación de lípidos 
LPS------------------------------------Lipopolisacárido 
MAPK--------------------------------Proteína quinasa activada por mitógenos 
MCD----------------------------------Dieta deficiente en metionina y colina 
MCP-1--------------------------------Proteína quimioatrayente de monocitos-1 
MDA----------------------------------Malondialdehído 
MEC----------------------------------Matriz extracelular 
MEK----------------------------------Proteína quinasa quinasa activada por mitógenos 
miARNs/miR------------------------MicroARNs 
MMPs---------------------------------Metaloproteinasas de matriz  
mPGES-------------------------------Prostaglandina E sintasa microsomal 
MRP4---------------------------------Proteína 4 asociada a la resistencia a múltiples fármacos 
MTC----------------------------------Tinción Tricrómica de Masson 
NFAT---------------------------------Factor nuclear de células T activadas 
NF-κB/p65---------------------------Factor nuclear potenciador de cadenas ligeras κ de células B 
NPCs----------------------------------Células hepáticas no parenquimales 
Oil-------------------------------------Aceite de oliva 
p----------------------------------------Coeficiente de correlación de Pearson 
P.C.------------------------------------Peso corporal 
PDGF---------------------------------Factor de crecimiento derivado de plaquetas 
Pdgfr----------------------------------Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas 
PGE2----------------------------------Prostaglandina E2 
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PGES---------------------------------Prostaglandina E sintasa 
PGG2----------------------------------Prostaglandina G2 
PGH2----------------------------------Prostaglandina H2 
PGHS---------------------------------Prostaglandina G/H sintasa/Prostaglandina H sintasa 
PGI2-----------------------------------Prostaciclinas 
PGs------------------------------------Prostaglandinas 
PGT-----------------------------------Transportador de prostaglandina 
PI3K----------------------------------Fosfatidilinositol-3-quinasa 
PKA-----------------------------------Proteína quinasa A 
PKC-----------------------------------Proteína quinasa C 
PLA2----------------------------------Fosfolipasa A2 
PLC-----------------------------------Fosfolipasa C 
PPAR---------------------------------Receptores nucleares activados por proliferador de peroxisoma 
PPRE---------------------------------Elemento de respuesta a proliferador de peroxisomas 
Pre-miARN--------------------------miARN precursor 
Pri-miARN--------------------------miARN primario 
PTGS---------------------------------Prostaglandina endoperóxido sintasa 
R---------------------------------------Modelo de recuperación 
R2--------------------------------------Coeficiente de determinación 
RCD-----------------------------------Dieta control 
RI--------------------------------------Resistencia a la insulina 
RISC----------------------------------Complejo silenciador inducido por ARN 
RLC-----------------------------------Complejo de carga RISC 
RT-PCR------------------------------PCR cuantitativa en tiempo real 
Sem. ----------------------------------Semanas 
Sod------------------------------------Superóxido dismutasa 
Sp1------------------------------------Proteína específica 1 
SER-----------------------------------Elemento de respuesta a esterol 
SSA------------------------------------5-ácido sulfosalicílico 
TAA-----------------------------------Tioacetamida 
TBA-----------------------------------Ácido tiobarbitúrico 
TBARS-------------------------------Especies reactivas al ácido tiobarbitúrico 
TEM----------------------------------Transición epitelio-mesénquima 
TET1----------------------------------Tet metilcitosina dioxigenasa 1 
Tg--------------------------------------Transgénico 
TGF-β1-------------------------------Factor de crecimiento transformador β1 
TGs------------------------------------Triglicéridos 
TIMPs---------------------------------Inhibidores de tejido de metaloproteinasas 
TMP-----------------------------------1,1,3,3-tetrametoxipropano 
TN-------------------------------------Toda la noche 
TNFα----------------------------------Factor de necrosis tumoral α 
TRBP---------------------------------Proteína de unión a ARN Tar 
TXA2----------------------------------Tromboxanos 
U.A.-----------------------------------Unidades arbitrarias 
VEGF---------------------------------Factor de crecimiento endotelial vascular 
WB------------------------------------Western blot 
Wt-------------------------------------Wild-type/genotipo salvaje 
α-SMA--------------------------------α-actina del músculo liso 
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1.1. Ciclooxigenasas. 
 
1.1.1. Biosíntesis de prostanoides. 
 
 Los eicosanoides son lípidos biológicamente activos, derivados del metabolismo 
del ácido araquidónico (AA), e incluyen a prostanoides, leucotrienos y productos 
derivados de la vía de la epoxigenasa (117, 143, 161). Estas moléculas participan en la 
regulación de muchos procesos fisiológicos, entre ellos la inflamación, la ovulación, la 
respuesta inmunitaria o la mitogénesis; y en procesos patológicos, como el cáncer (117, 
158, 161). El AA es un ácido graso polinsaturado procedente de la dieta (sintetizado a 
partir del ácido linoleico), localizado en la membrana celular. La acción de fosfolipasas, 
principalmente fosfolipasa A2 (PLA2), libera el AA de los fosfolípidos de membrana. Esto 
constituye un paso clave en la síntesis de eicosanoides, ya que la liberación del AA 
determina la cantidad de eicosanoides sintetizados (90, 125). Tras esto, el AA puede 
volver a la membrana como fosfolípido, difundirse al medio extracelular o ser 
metabolizado por diferentes enzimas como COX, lipoxigenasa y citocromo P-450 
monooxigenasa (117). 
 COX, también llamada prostaglandina G/H sintasa, prostaglandina H sintasa 
(PGHS) o prostaglandina endoperóxido sintasa (PTGS), es la enzima que cataliza la 
reacción limitante en la biosíntesis de prostanoides (prostaglandinas (PGs), prostaciclinas 
y tromboxanos), convirtiendo el AA en prostaglandina H2 (PGH2) (141, 143). Esto es 
posible gracias a la actividad ciclooxigenasa y peroxidasa que presenta la enzima. En 
primer lugar, en la reacción ciclooxigenasa (bis-oxigenasa), el AA es ciclado y oxigenado 
(con dos moléculas de oxígeno), dando lugar a prostaglandina G2 (PGG2). A 
continuación, en la reacción peroxidasa, el grupo 15-hidroperoxil de PGG2 es reducido a 
15-hidroxil, generando PGH2 (141, 142, 144). Finalmente, PGH2 sirve como sustrato de 
una serie de isomerasas y sintasas específicas de tejido, que sintetizan las PGs (PGE2, 
PGD2, PGF2α), prostaciclinas (PGI2) y tromboxanos (TXA2), productos finales de esta vía 
(128, 138) (Figura 1). 
  
 1. Introducción 
38 
 
Figura 1. Diagrama de las vías de síntesis de eicosanoides. Adaptado de Wang & DuBois (158). 
 
1.1.2. Isoformas.  
 
1.1.2.1. Localización y funciones. 
 
 Se conocen dos isoformas de COX: COX-1 y COX-2. COX-1 se expresa de forma 
constitutiva en prácticamente todos los tejidos, y es responsable de la síntesis de PGs que 
participan en el mantenimiento de la homeostasis celular, regulando procesos como la 
integridad de la mucosa gástrica o el flujo sanguíneo renal. Sin embargo, COX-2 es 
prácticamente indetectable en condiciones basales. Su expresión aumenta rápidamente, 
con carácter transitorio, en respuesta a diversos estímulos, como factores de crecimiento, 
promotores tumorales, hormonas, endotoxinas y citoquinas, entre otros. Por tanto, se 
considera a COX-2 la isoforma inducible, y participa en procesos patológicos como 
inflamación o cáncer. Estudios recientes han observado que COX-2 se expresa de forma 
constitutiva en el cerebro, las células de la mácula densa o la placenta, indicando que 
también participa en la regulación de procesos fisiológicos no patológicos (117, 124). 
Estas dos isoformas pueden generar variantes de COX, debido a mutaciones o splicing 
alternativo. Por ejemplo, COX-3 se localiza en el cerebro, y consiste en el ARN mensajero 
(ARNm) de COX-1 que conserva el intrón 1. Por su parte, PCOX-1, otra variante de 
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COX-1, presenta una deleción del exón 5 al 8. Sin embargo, todavía no se conoce con 
claridad el papel específico de estas variantes (125, 141). 
 Las diferencias funcionales existentes entre ambas isoformas se deben 
principalmente a variaciones en su localización, estructura y regulación de su expresión. 
Respecto a su localización subcelular, ambas isoenzimas se localizan en el retículo 
endoplásmico y en la membrana nuclear. COX-1 se distribuye de forma equitativa entre 
ambos compartimentos, mientras que COX-2 se encuentra más concentrada en la 
membrana nuclear. Esto sugiere que los productos derivados de COX-2 se distribuyen 
preferentemente por el núcleo, modulando así la transcripción de genes diana (125, 161). 
 
1.1.2.2. Estructura génica y regulación de su expresión.  
 
 El gen de COX-1 humano se compone de 11 exones y 10 intrones, con una 
longitud de 22 Kb. Está localizado en el cromosoma 9 y se transcribe como un ARNm de 
2,8 Kb (149, 161). La estructura génica está muy conservada entre diferentes especies. 
Su región promotora presenta un alto contenido en guanina-citosina e incluye varios 
elementos de regulación transcripcional, entre los que se incluyen sitios de unión de la 
proteína específica 1 (Sp1) y un sitio de unión a la proteína activadora 1 (AP-1), que 
interactúa con los motivos Sp1 para regular la expresión de COX-1. Sin embargo, carece 
de la presencia de una caja TATA, lo que convierte a COX-1 en un gen constitutivo 
(Figura 2). Esto coincide con su patrón de expresión, ya que sus niveles son relativamente 
estables en la mayoría de los tejidos en los que se expresa. Sin embargo, hay excepciones; 
su expresión puede aumentar durante el desarrollo, ya que se induce en líneas celulares 
durante el proceso de diferenciación. A pesar de todo, el mecanismo que regula su 
activación no se conoce con claridad, al contrario que en el caso del gen COX-2, más 
estudiado (75, 144). Por otro lado, variaciones en la concentración del AA influyen en la 
actuación de una u otra enzima. Bajas concentraciones de AA (<2,5 µM), generalmente 
procedentes de una fuente endógena, favorecen la síntesis de prostanoides a través de 
COX-2, mientras que elevadas concentraciones (>10 µM) favorecen su síntesis por COX-
1. En este caso, el AA procede de una fuente exógena, o es liberado durante los procesos 
de inflamación aguda o daño celular, lo que sugiere que la presencia constitutiva de COX-
1 puede ser responsable de la generación de PGs durante las fases tempranas de la 
inflamación, previo a la sobreexpresión de COX-2 (125, 143). 
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Figura 2. Representación esquemática de los elementos reguladores funcionales en los 
promotores de los genes COX-1 y COX-2 humanos. Adaptado de Kang et al. (75). 
 
 La estructura genómica del gen de COX-2 humano se compone de 10 exones y 9 
intrones, con una longitud de 8,3 Kb. Se localiza en el cromosoma 1 y su ARNm se 
transcribe como 3 variantes de 4,5, 4 y 2,6 Kb, siendo las mayoritarias las de 4,5 y 2,6 
Kb. A esta última variante le faltan 1,9 Kb de la región 3´UTR (región 3´ no traducida) 
(75, 149). Su región promotora presenta varios elementos de regulación transcripcional, 
entre los que se incluyen un elemento de respuesta a proliferador de peroxisomas (PPRE), 
dos elementos de respuesta a adenosina monofosfato cíclico (AMPc) (CRE), un elemento 
de respuesta a esterol (SRE), dos lugares de unión a NF-κB/p65 (Factor nuclear 
potenciador de cadenas ligeras kappa de células B), un lugar de unión a Sp1, un motivo 
de unión a la proteína potenciadora de enlace a CCAAT (también llamada C/EBP o NF-
IL6), un sitio AP-1, una caja E (E-box) y una caja TATA (Figura 2). Al contrario que en 
el gen de COX-1, la secuencia del promotor de COX-2 varía de unas especies a otras. Por 
ejemplo, en ratones presenta un único sitio de unión a NF-κB en vez de dos, y dos motivos 
C/EBP en vez de uno, respecto a lo observado en el humano. Además, el extremo 3´UTR 
del gen de COX-2 presenta 23 copias del elemento desestabilizador del ARNm 
“ATTTA”, que participa en su regulación post-transcripcional, algo de lo que carece el 
gen de COX-1 (75). 
 El mecanismo que media la activación de la expresión de COX-2 se ha estudiado 
con más detalle, e implica la participación de varias vías de señalización junto a algunos 
de los elementos reguladores del promotor de COX-2, como el sitio de unión a NF-κB, 
C/EBP, CRE y E-box. La implicación de unas vías u otras varía dependiendo del estímulo 
y del tipo celular. Las vías de señalización de NF-κB y MAPK (proteína quinasa activada 
por mitógenos) (ERK1/2 (quinasas reguladoras de señales extracelulares), JNK/SAPK 
(quinasa c-Jun N-terminal/proteína quinasa activada por estrés) y p38/RK/Mpk2) tienen 
un papel importante, ya que participan en la inducción de COX-2 en muchos de los 
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modelos estudiados. La presencia de factor de necrosis tumoral α (TNFα), interleuquina 
1β (IL-1β), lipopolisacárido (LPS), endotelina e hipoxia inducen la señalización por NF-
κB, que se transloca al núcleo. Aquí induce la expresión de COX-2 mediante su unión a 
los sitios específicos de NF-κB del promotor. Las vías de señalización de la familia de las 
MAPK se activan por la presencia de estímulos pro-inflamatorios, LPS, factores de 
crecimiento, oncogenes o estrés oxidativo, entre otros. Su inducción regula la expresión 
de diversos genes, entre los cuales se encuentra COX-2. Por el contrario, receptores 
nucleares activados por proliferador de peroxisoma (PPAR), glucocorticoides y 
citoquinas anti-inflamatorias inhiben la expresión de COX-2 (143, 149). 
 
1.1.2.3. Estructura proteica.  
  
 COX-1 (576 aminoácidos) y COX-2 (604 aminoácidos) tienen un peso molecular 
de 70 y 72 kDa respectivamente, y comparten el 61% de su secuencia de aminoácidos 
(125, 149). Ambas enzimas presentan los mismos dominios funcionales en su estructura 
proteica: 1) un dominio con un péptido señal amino-terminal, que dirige los polipéptidos 
al lumen del retículo endoplásmico; 2) un dominio de dimerización, que mantiene unidos 
los dímeros de COX-1 y COX-2; 3) un dominio de unión a la membrana; y 4) un dominio 
catalítico, que conforma el 80% de la proteína y contiene los sitios de actividad 
ciclooxigenasa y peroxidasa (141). Los anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs) 
compiten directamente con el AA por su unión al sitio de actividad ciclooxigenasa, 
inhibiéndola. Sin embargo, su acción no afecta a la actividad peroxidasa. Dados los 
efectos adversos (como toxicidad gastrointestinal) generados por el uso de estos AINEs, 
se desarrollaron inhibidores selectivos para COX-2. Para ello se utilizó una de las 
diferencias más importantes en la estructura proteica de ambas COX, presente en el sitio 
de actividad ciclooxigenasa. Esta diferencia consiste en la sustitución de isoleucina en las 
posiciones 523 y 434 en COX-1 por valina en COX-2, lo que genera una estructura 
secundaria hidrofóbica en forma de bolsillo en COX-2 al que pueden acceder estos 
fármacos selectivos (141, 144). 
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1.1.3. Mecanismo de acción de las PGs. 
 
 La acción específica de los prostanoides es muy variada, depende de su expresión 
y la de sus receptores según el tipo celular en el que se encuentren. Por ejemplo, TXA2 
estimula la agregación plaquetaria y la vasoconstricción, mientras que PGI2 está 
implicada en la vasodilatación, la nocicepción y antitrombosis. PGF2α participa en la 
contracción uterina y el parto; y PGD2 media la vasodilatación e inhibe la agregación 
plaquetaria, además de afectar a la temperatura corporal y al ciclo de sueño-vigilia. Por 
su parte, PGE2 participa en diferentes procesos, tales como vasodilatación, inflamación y 
respuesta inmune, ovulación, resorción ósea o cáncer, entre otros. Sin embargo, 
dependiendo del tipo celular en el que actúe, algunas de sus funciones son opuestas (15, 
52). 
Los prostanoides ejercen sus efectos biológicos de forma paracrina o autocrina, 
mediante su unión a dos tipos de receptores: específicos de membrana (que pertenecen a 
la familia de receptores acoplados a proteína G (GPCR)) o nucleares (PPARs). Para ello, 
el primer paso es su liberación al medio extracelular, por difusión a través de la membrana 
celular o por transportadores específicos. Entre estos se encuentra proteína 4 asociada a 
la resistencia a múltiples fármacos (MRP4) (83). Debido a su naturaleza transitoria, estos 
compuestos deben actuar cerca de sus lugares de síntesis, uniéndose a sus receptores 
específicos. Los receptores de membrana incluyen a DP1 y DP2 para PGD2; EP1, EP2, EP3 
y EP4 para PGE2; FP para PGF2α; IP para PGI2 y TP para TXA2. Hay casos en los que 
algunas PGs y sus metabolitos se unen a los receptores nucleares PPAR. Por ejemplo, 
PGI2 puede activar PPARδ, y 15-deoxy-Δ12,14-PGJ2 (un producto de PGD2) es un 
ligando natural de PPARγ. PGE2 también puede activar PPARδ indirectamente en 
algunos contextos (52, 158). Por último, para su degradación intracelular, las PGs se 
importan a través de un transportador de prostaglandina (PGT), tras lo que son inactivadas 
(principalmente PGE2) por la acción de 15-hidroxiprostaglandina deshidrogenasa 
dependiente de NAD+ (15-PGDH) (44, 83, 109) (Figura 1). 
 
1.1.3.1. PGE2. Receptores EPs. 
 
PGE2 es el metabolito más abundante generado por la acción de COX y 
prostaglandina E sintasa (PGES) en el metabolismo del AA. Existen dos tipos de PGES, 
la citosólica (cPGES) y las microsomales (mPGES-1 y mPGES-2). La acción de PGE2 se 
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da a través de su unión con sus receptores específicos: EP1, EP2, EP3 y EP4. EP3 y EP4 
son los más ampliamente distribuidos, expresándose en la mayoría de tejidos, y tienen 
una elevada afinidad por PGE2. Por el contrario, la expresión de EP1 se restringe a varios 
órganos, como el riñón, los pulmones y el estómago, y EP2 es el receptor menos 
abundante. Ambos presentan una baja afinidad por PGE2. Estas diferencias son las que 
conducen a la activación de unos receptores u otros, concediendo a PGE2 la capacidad de 
mediar gran variedad de funciones biológicas (120, 128). 
 
 Figura 3. Vías de señalización activadas por los receptores EP. Adaptado de Callaghan & 
Houston (120). 
 
EP1 se acopla a la subunidad de la proteína Gαq, que activa el metabolismo del 
fosfatidilinositol. La activación de fosfolipasa C (PLC) conduce a un aumento de Ca2+ 
intracelular y la activación de la proteína quinasa C (PKC), que induce la activación del 
factor nuclear de células T activadas (NFAT), NF-κB y la vía de señalización de MAPK. 
Tanto EP2 como EP4 se acoplan a proteínas G-estimuladoras (Gαs). Activan la adenilato 
ciclasa, incrementando los niveles de AMPc, lo que resulta en la activación de las vías de 
señalización de proteína quinasa A (PKA), GSK3β/β-catenina y fosfatidilinositol-3-
quinasa (PI3K)/AKT. Por último, existen diversas variantes de EP3, caracterizadas por 
sus diferencias en el extremo C-terminal citoplásmico. Como resultado, EP3 puede 
acoplarse a múltiples subunidades de la proteína G (Gi, Gs, G12/13), pudiendo estimular o 
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inhibir la expresión de AMPc, aumentar Ca2+ o activar la expresión de la proteína Rho 
(15, 120) (Figura 3). 
 
1.2. Expresión de COX-2 en hígado. 
 
 En mamíferos, el hígado es un órgano que constituye aproximadamente un 2,5% 
del peso corporal de un adulto y entre sus funciones, juega un papel central en la absorción 
eficiente de aminoácidos, carbohidratos, ácidos biliares, colesterol, proteínas, lípidos y 
vitaminas para su almacenamiento y metabolismo, liberándolos posteriormente en el flujo 
sanguíneo o biliar para que lleguen al resto del organismo. También participa en la 
regulación del volumen sanguíneo y constituye el órgano principal de biotransformación 
y defensa frente a macromoléculas externas y xenobióticos. Está compuesto por muchos 
tipos celulares, entre los que destacan los hepatocitos o células parenquimales, que 
representan la población celular más grande ya que comprenden el 60% de las células 
totales, y el 80% del volumen total del hígado. El porcentaje restante incluye a las células 
hepáticas no parenquimales (NPCs). De entre estas, las más relevantes son los linfocitos 
(o células de Pit); las células epiteliales biliares (colangiocitos), que actúan 
principalmente como un revestimiento del conducto para el flujo biliar; las células 
endoteliales sinusoidales, que pueden comprender hasta el 20% de las células hepáticas y 
constituyen la primera barrera entre la sangre y los hepatocitos; las células de Kupffer 
(macrófagos residentes hepáticos), que derivan de monocitos circulantes y representan 
aproximadamente el 15% de las células hepáticas; y las HSC, que comprenden en torno 
al 5% y participan en la regeneración y la fibrosis y cirrosis hepática (12, 103). 
 Los hepatocitos fetales responden bien tanto in vivo como in vitro a la mayoría de 
los estímulos que regulan positivamente la expresión de COX-2 en otros tipos celulares, 
incluyendo a LPS, IL-1β, TNF-α y especies reactivas de oxígeno. Sin embargo, los 
hepatocitos adultos no son capaces de inducir la expresión de COX-2, 
independientemente del estímulo utilizado, mientras que las células de Kupffer y las HSC 
mantienen la capacidad de expresar COX-2 tras la adición de LPS o citoquinas pro-
inflamatorias. Los hepatocitos fetales pierden esta capacidad rápidamente tras el 
nacimiento, y ya no se observa en animales con más de dos días de edad. Esto indica que 
la diferenciación de los hepatocitos contribuye a inhibir la inducción de la expresión de 
COX-2 (105, 107). Respecto al mecanismo responsable de esta inhibición, en un trabajo 
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previo del grupo se observó que la sobreexpresión de C/EBP-α inhibe la actividad del 
promotor de COX-2 en hepatocitos y líneas celulares de hepatoma. Esto se da a través de 
su unión al sitio C/EBP o NF-IL6 del promotor. Además, al mantener un cultivo de 
hepatocitos adultos durante un tiempo prolongado, se restaura la inducción de la 
expresión de COX-2, correlacionándose con la desaparición de C/EBP-α (18). 
 En el hígado, las PGs participan principalmente en procesos de regeneración, 
estimulando la proliferación de los hepatocitos, en la remodelación tisular y en la 
hipertensión portal (117). Por ejemplo, se ha observado que tras someter al hígado a una 
hepatectomía parcial (HP) se induce la expresión de COX-2 en el hepatocito, 
correlacionándose con una disminución de la expresión de C/EBP-α. La presencia de 
COX-2 es importante para las primeras etapas del proceso de regeneración y proliferación 
celular que tiene lugar tras la HP, ya que su inhibición lo retrasa (19, 133). Ocurre algo 
similar en la regeneración observada tras un modelo hepatotóxico inducido por 
tioacetamida (TAA), que también induce COX-2 en el hepatocito. De nuevo se ve que 
este aumento se correlaciona con una disminución de C/EBP-α. Además, la inhibición de 
COX-2 aumenta el daño hepático, perjudicando el proceso de regeneración (41). 
 
1.2.1. COX-2 y daño hepático agudo. 
 
 La HP constituye un modelo bien establecido de daño hepático agudo, junto a 
LPS/D-galactosamina (D-Gal) y concanavalina A (ConA). Para estudiar el papel de 
COX-2 en estos modelos, en el trabajo de Mayoral et al. (107), se utilizaron animales que 
expresan COX-2 de forma constitutiva en el hepatocito. En estos casos, se ha determinado 
un papel protector de COX-2 frente al daño hepático agudo, ya no solo porque acelera la 
proliferación de los hepatocitos tras la HP, sino también porque disminuye la apoptosis y 
la necrosis de los hepatocitos causada por LPS/D-Gal y ConA. Además, un tratamiento 
con DFU (5,5-dimetil-3(3-fluorofenil)-4-(4-metilsulfonil) fenil-2(5H)-furanona, 
inhibidor selectivo de COX-2) revierte sus efectos. Sin embargo, existen controversias 
respecto a la función de COX-2 en el daño hepático agudo, ya que en el trabajo de Liong 
et al. (97), determinan que la indometacina (inhibidor de COX-1 y 2) y la nimesulida 
(inhibidor de COX-2) protegen al hígado frente a la hepatotoxicidad inducida por LPS/D-
Gal. 
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1.3. Papel de COX-2 en enfermedades hepáticas crónicas.  
 
 La expresión de COX-2 también se ha detectado en diversas patologías hepáticas 
crónicas, como en pacientes y modelos animales de fibrosis y cirrosis, infección con el 
virus de la hepatitis B o C, EHNA, líneas celulares de hepatoma y carcinoma 
hepatocelular (CHC) (40, 65). Pero al igual que en los modelos de daño agudo, existen 
numerosas controversias respecto al papel que presentan las PGs dependientes de COX-
2 en estas patologías, que se explicarán más adelante. 
Respecto a su papel en cáncer, COX-2 favorece el desarrollo de diversos tipos de 
tumores, incluyendo al CHC, incrementando la proliferación e inhibiendo la apoptosis de 
las células tumorales. Esto relaciona a COX-2 con los procesos de diferenciación, 
invasión y metástasis que ocurren durante la iniciación de estas patologías. Además, su 
expresión es mayor en las fases tempranas, mientras que disminuye en las más avanzadas. 
Esta inhibición de su expresión se ha relacionado con una hipermetilación del promotor 
de COX-2 y una deacetilación de histonas (40). Sin embargo, el papel específico de COX-
2 en el CHC todavía no está claro. En el trabajo de Yang et al. (167), se ha observado una 
relación inversa entre la expresión de COX-2 y el receptor EP1 en biopsias hepáticas de 
pacientes con CHC, a medida que progresa la enfermedad. Esto sugiere que COX-2 es 
importante solo durante el inicio del CHC, mientras que EP1 participa en la progresión 
tumoral. Sin embargo, en un estudio reciente se ha determinado que, utilizando un modelo 
de ratón transgénico para COX-2, el aumento de COX-2 promueve el desarrollo del CHC, 
promoviendo la hipermetilación de promotores por disminución de la expresión de TET1 
(tet metilcitosina dioxigenasa 1), silenciando genes supresores de tumores y activando 
vías oncogénicas (25). 
 
1.3.1. EHNA y enfermedad del hígado graso no alcohólico (EHGNA). 
 
 Se considera que la EHGNA es el trastorno hepático más frecuente que se da en 
los países occidentales (afecta a un 20-30% de la población adulta), aunque se diagnostica 
cada vez más en todo el mundo. En general, se estima que en Europa la prevalencia de la 
EHGNA se da entre un 2-44% de la población (incluyendo a los pacientes obesos), y entre 
un 42,6-69,5% de pacientes afectados por una diabetes tipo 2. En Estados Unidos se 
valora que unos 80 millones de adultos se encuentran afectados por esta enfermedad, 
representando al 31% de la población, y hasta el 74% en pacientes diabéticos. La 
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prevalencia de la EHGNA también se está incrementando en Asia, englobando al 15-30% 
de la población (37, 157). 
 
Figura 4. Espectro de la EHGNA. Adaptado de Cohen et al. (34).  
 
 Esta enfermedad comprende un amplio espectro de daño hepático, que va desde 
la esteatosis simple (esteatosis no alcohólica (ENA)) hasta la EHNA. La ENA representa 
una acumulación de grasa en el hígado, principalmente en forma de triglicéridos (TGs), 
que excede su tasa de exportación o catabolismo pero no implica inflamación. Por su 
parte, la EHNA aparece como resultado de la progresión de esta patología. Se caracteriza 
por un aumento de la inflamación, “ballooning” (forma de daño hepatocelular (apoptosis) 
característica de la esteatohepatitis, en la que los hepatocitos incrementan su tamaño y 
presentan un citoplasma blanco y esponjoso) y en última instancia fibrosis hepática, 
aunque ésta última no siempre se asocia con el desarrollo de la EHNA. Se la considera 
una de las causas más importantes de hipertensión portal, fallo hepático y CHC, ya que si 
la progresión continúa, los pacientes pueden desarrollar cirrosis, incrementando el riesgo 
de sufrir estas patologías (16, 163) (Figura 4).  
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 Se considera a la EHGNA (y a la EHNA) como la manifestación hepática del 
síndrome metabólico, dada su asociación con la resistencia a la insulina (RI), la 
intolerancia a la glucosa, la obesidad y la diabetes tipo II. Esto también incrementa el 
riesgo de que los pacientes mueran de enfermedades cardiovasculares y otros tipos de 
cáncer (163). La patogénesis de la EHGNA y los procesos que promueven la progresión 
de ENA a EHNA todavía no se comprenden con claridad. Inicialmente se propuso la 
hipótesis de los “dos hits”, donde el “primer hit” consiste en el conjunto de procesos que 
llevan a ENA, e incluyen RI, obesidad y dieta rica en grasas. El “segundo hit” implica 
inflamación y estrés oxidativo, que desembocan en el desarrollo de EHNA y fibrosis. Sin 
embargo, esta hipótesis ha derivado en una más compleja (“multiple parallel hits”), dada 
la implicación de diversos factores en el desarrollo de esta enfermedad (4, 157). En 
términos generales, se conoce que la RI incrementa la liberación de ácidos grasos a la 
circulación sistémica y favorece la acumulación de lípidos en el hígado. Esta RI no es 
dependiente de la obesidad o la diabetes, pero su presencia empeora el desarrollo de la 
EHGNA. Sin embargo, también se ha visto que los ácidos grasos libres contribuyen al 
desarrollo de la RI. Por tanto, no se puede afirmar del todo que la ENA sea una 
consecuencia o una causa de la RI. Si esta acumulación de lípidos se prolonga, termina 
por inducir citotoxicidad en las células. Esta lipotoxicidad causa disfunción mitocondrial 
y estrés oxidativo, que conducen al daño y muerte celular de los hepatocitos. El estrés 
oxidativo y la apoptosis de los hepatocitos contribuyen al desarrollo de la inflamación 
activando las HSC y las células de Kupffer. Junto a los hepatocitos dañados, ambos tipos 
celulares liberan diversas citoquinas pro-inflamatorias, como TNF-α o interleuquina 6 
(IL-6). La activación de las vías pro-inflamatorias promueve la infiltración de leucocitos, 
la amplificación del daño, y en última instancia, fibrosis. Sin embargo, a pesar de los 
estudios realizados, la patogénesis de la EHNA no se ha esclarecido completamente (43, 
104, 163). 
El objetivo de los tratamientos frente a la EHNA consiste en prevenir la cirrosis y 
disminuir la mortalidad derivada de enfermedades cardiovasculares y distintos tipos de 
cáncer asociados a la misma (como el CHC). Estos tratamientos se basan principalmente 
en cambios en el estilo de vida (en la dieta y ejercicio). Los tratamientos farmacológicos 
(como vitamina E y pioglitazona) todavía no están oficialmente aprobados. Dada la 
complejidad de la enfermedad, se están desarrollando nuevas terapias más específicas, 
enfocadas en las causas moleculares que participan en el desarrollo y la progresión de la 
EHNA (22, 37, 163).  
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1.3.2. Fibrosis hepática. 
 
 La fibrosis hepática es un proceso de cicatrización que ocurre como respuesta al 
daño hepático subyacente a las enfermedades crónicas del hígado que cursan con un 
proceso inflamatorio durante cierto tiempo. Entre estas, se encuentran la EHNA, la 
infección por el virus de la hepatitis, el consumo excesivo de alcohol, enfermedades 
metabólicas hereditarias o desórdenes colestáticos. El proceso se inicia con una respuesta 
inflamatoria, e implica alteraciones en la composición y cantidad de la matriz 
extracelular. Pero si la lesión prevalece, se produce la fibrosis, con una acumulación 
excesiva de fibras de colágeno (COL1A1) y otros componentes de la matriz en el 
parénquima hepático. En última instancia, la fibrosis hepática deriva en cirrosis, que se 
caracteriza por una remodelación aberrante de la arquitectura hepática, asociada a la 
formación de septos y nódulos regenerativos. Esto conlleva una pérdida progresiva de las 
funciones del hígado, lo que genera numerosas complicaciones (tales como ascitis, 
hemorragias, hipertensión portal, fallo hepático o CHC) aumentando el riesgo de 
mortalidad de estos pacientes. Hasta la fecha, el trasplante de hígado es la única opción 
efectiva para aquellos pacientes que sufren de una cirrosis descompensada (24, 173).  
 Las HSC son las principales células responsables de la fibrosis hepática, ya que 
tras su activación, se convierten en las productoras mayoritarias de matriz extracelular 
(MEC). Sin embargo, no son las únicas que participan en este proceso, ya que hay otras 
células que también contribuyen al mismo (fibroblastos portales (especialmente en 
fibrosis biliar), células derivadas de la médula ósea (células madre mesenquimales y 
fibrocitos) y fibroblastos derivados de la transición epitelio-mesénquima (TEM)) (50, 
147). Bajo condiciones fisiológicas, las HSC quiescentes (HSCq) residen en el 
compartimento perisinusoidal (también conocido como “espacio de Disse”) entre 
hepatocitos y células endoteliales sinusoidales, presentan una acumulación de vitamina 
A y participan en la regulación del flujo de sangre sinusoidal (49). Tras el daño hepático 
las HSC se activan por la acción de diversos estímulos, proliferando, liberando las gotas 
de retinoide (vitamina A) y diferenciándose en miofibroblastos activados (HSCa-MF), 
con características contráctiles y pro-inflamatorias. El aumento de la expresión de α-
actina del músculo liso (α-SMA) y COL1A1 es una de sus características. También 
liberan inhibidores de tejido de metaloproteinasas 1 y 2 (TIMPs), que bloquean la acción 
de las metaloproteinasas de matriz (MMPs), promoviendo así la deposición de MEC 
(173).  
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TGF-β1 (factor de crecimiento transformador β1) es una de las citoquinas más 
potentes que inducen la activación de las HSC y consecuentemente la fibrosis. Otras 
citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento, como factor de crecimiento derivado 
de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), TGF-α y factor 
de crecimiento de queratinocitos, también median este proceso. Por otro lado, el estrés 
oxidativo puede inducir muerte celular, infiltración inmune, esteatosis hepatocelular o 
actuar como un estimulador de las HSC, induciendo la fibrosis hepática. La apoptosis de 
los hepatocitos también presenta una gran importancia en el desarrollo de este proceso. 
Está mediada por diversos estímulos, entre los que se encuentran Fas y TNF-α. Por 
último, la inducción de estímulos pro-inflamatorios (TNF-α, IL-6, IL-1β) promueve el 
reclutamiento de neutrófilos y células T, estimulando la actividad pro-fibrótica de las 
HSC (14, 173) (Figura 5). 
 
Figura 5. Papel de HSC en fibrogénesis hepática. Adaptado de Zoubek et al. (173). 
 
La fibrosis hepática es un proceso potencialmente reversible. Los fundamentos de 
esta resolución dependen de: 1) que se elimine la causa inicial que causó el daño hepático; 
2) la regresión del estado activado de los miofibroblastos y/o su eliminación (la apoptosis 
de las HSC ha demostrado tener una enorme importancia en este proceso); 3) la 
degradación del exceso de MEC y 4) una reducción de la inflamación. Las terapias anti-
fibróticas se centran en llevar a cabo estos puntos, ya sea mediante modificaciones del 
estilo de vida, o mediante la utilización de diversos medicamentos. Al igual que en la 
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EHNA, todavía no se ha aprobado el uso de ninguno de estos compuestos, aunque muchos 
de ellos se encuentran en fases avanzadas de los ensayos clínicos (49, 173). 
 
1.3.3. Papel de COX-2 en EHNA y fibrosis hepática.  
 
Como ya se ha mencionado, el papel que presentan las PGs dependientes de COX-
2 en el desarrollo de la EHNA y la fibrosis hepática es muy controvertido. Algunos 
trabajos indican que su efecto es beneficioso, previniendo la progresión de ambas 
patologías. Se ha visto que COX-2 inhibe el desarrollo de la fibrosis contrarrestando los 
efectos de varios factores de crecimiento y suprimiendo la proliferación de las HSC (65). 
También que el uso de inhibidores selectivos de COX-2, como celecoxib o NS-398, 
inducen la expresión de colágeno en HSC, mientras que PGE2 la reduce (67, 68, 73). En 
cambio, otros estudios señalan que la acción de las prostaglandinas favorece el desarrollo 
de estas enfermedades, ya que han observado que meloxicam, celecoxib y NS-398 
protegen frente a su desarrollo (78, 122, 169). Incluso hay un estudio en el que, tras 
utilizar un modelo de ratón transgénico para COX-2, afirman que COX-2 no media el 
desarrollo de la fibrosis hepática (170). En trabajos previos del grupo, se ha utilizado otro 
modelo de ratón Tg, portador del gen COX-2 humano en el hepatocito, y se ha observado 
que PGE2 dependiente de COX-2 presenta un papel protector frente al daño hepático, 
esteatosis, obesidad y RI (20, 46, 107). Esto es debido a una mayor sensibilidad a la 
insulina y mayor tolerancia a la glucosa provocada por activación de AKT y AMPK 
(proteína quinasa activada por AMP), a una reducción de citoquinas pro-inflamatorias y 
de lípidos hepáticos y plasmáticos asociados a una mayor oxidación mitocondrial, y a un 
aumento del gasto energético e inducción de la termogénesis (46). 
 
1.4. miARNs. 
 
 Los miARNs son moléculas de ARN monocatenario de 20-23 nucleótidos de 
longitud, cuya función consiste en regular la expresión génica a nivel post-
transcripcional. Se descubrieron por primera vez en Caenorhabditis elegans, y su 
secuencia está altamente conservada entre animales, humanos, plantas y virus. Los 
miARNs maduros y las proteínas argonautas (Ago) forman el complejo silenciador 
inducido por ARN (RISC), un complejo de ribonucleoproteínas que media el 
silenciamiento génico post-transcripcional. La complementariedad de bases de la 
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secuencia de los miARNs permite su unión a la región 3´UTR de los ARNm diana, 
dirigiendo así al complejo RISC hasta ellos. Una vez se ha producido esta unión, los 
ARNm son degradados, desestabilizados o inhibidos de forma traduccional por la 
proteína Ago. Cabe destacar que esta complementariedad es parcial, lo que permite que 
un único miARN pueda regular múltiples ARNm simultáneamente, o que múltiples 
miARNs regulen la expresión de un mismo ARNm (132, 162). 
 Su biogénesis comienza con la transcripción de los genes de los miARNs por la 
acción de las ARN polimerasas II o III, generando tránscritos de miARN primario (pri-
miARN). Los pri-miARNs tienen 3-4 Kb de longitud, y también pueden generarse a partir 
de la escisión de intrones procedentes de genes codificantes de proteínas. A continuación, 
los pri-miARNs se pliegan en horquillas, y son procesados por la acción de Drosha y 
Dicer, dos miembros de la familia de enzimas RNasa III. Drosha puede formar dos tipos 
de complejos: uno más pequeño, compuesto por la enzima Drosha y la proteína DiGeorge 
región crítica 8 (DGCR8), que procesa la mayoría de los pri-miARNs; y otro más grande, 
que también contiene varias clases de proteínas asociadas a ARN, que incluyen a 
helicasas de ARN (como p68/DDX5 y p72/DDX17), ribonucleoproteínas nucleares 
heterogéneas y proteínas con motivos de unión o de reconocimiento de ARN (51). En 
primer lugar, el complejo Drosha actúa cortando los extremos 5´ y 3´ del pri-miARN. 
Esto genera un miARN precursor (pre-miARN) de aproximadamente 70 nucleótidos de 
longitud, que es exportado al citoplasma mediante la acción de la exportina 5 (que forma 
un complejo con Ran-GTP). Ya en el citoplasma, el pre-miARN es procesado (escindido 
de nuevo) por Dicer, enzima que forma parte del complejo de carga RISC (RLC), junto a 
proteína de unión a ARN Tar (TRBP) y Ago2. El corte forma un dúplex de miARN de 
aproximadamente 21 nucleótidos de longitud. En algunos casos, donde los miARN 
presentan un elevado grado de complementariedad a lo largo de la horquilla, se produce 
un corte adicional en el medio del brazo 3´ previo al procesamiento por Dicer. Esto ocurre 
por la acción de Ago2, generando el ac-pre-miARN. Dicer es capaz de procesar este 
precursor de la misma forma que al pre-miARN. Esto es solo un ejemplo de la 
complejidad del proceso, ya que no constituye una vía lineal y universal para todos los 
miARNs. Finalmente, una de las cadenas del dúplex formado representa al miARN 
maduro, que se unirá a Ago2 para formar el complejo RISC y ejercer su papel silenciador, 
mientras que la otra es liberada, y en muchos casos degradada. (43, 84, 162) (Figura 6). 
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Figura 6. Vía de procesamiento de miARN. Adaptado de Winter et al. (162). 
 
La expresión de los miARNs está controlada por un amplio rango de elementos 
reguladores, tanto a nivel transcripcional, como post-transcripcional. Respecto a la 
regulación transcripcional, las regiones promotoras de los genes codificantes de miARNs 
son muy similares a las de los genes codificantes de proteínas. Por tanto, también son 
controladas de forma similar, mediante factores de transcripción, potenciadores, 
elementos silenciadores y modificaciones de la cromatina. Por ejemplo, los factores de 
transcripción MyoD, Mef2 y SRF determinan que la expresión de miR-1 sea específica 
del corazón (118). Por su parte, las modificaciones post-transcripcionales son muy 
variadas. Implican la participación de numerosas proteínas accesorias, que regulan el 
procesamiento mediante su unión a Drosha, Dicer o a los precursores de miARNs, por 
ejemplo, Lin-28 (que actúa como un regulador negativo de pri-let-7, bloqueando su 
procesamiento por Drosha) o p68 y p72. Estas últimas pueden actuar como factores de 
especificidad para el procesamiento de algunos miARNs. Por otro lado, ambos 
componentes del complejo Drosha pueden regularse entre sí. DGCR8 estabiliza a Drosha 
interaccionando con su dominio intermedio, mientras que Drosha controla los niveles de 
DGCR8, induciendo su degradación. Algo similar ocurre en el complejo RLC, ya que 
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TRBP estabiliza a Dicer. Además, TRBP facilita su actuación sobre el pre-miARN, a 
pesar de que no sea esencial para la misma. También se han observado cambios en la 
secuencia de los miARN (“edición de miARNs”), que consisten en la 
conversión/desaminación de una adenosina en una inosina, alterando las propiedades 
estructurales del tránscrito. Esto puede ocurrir tanto en el núcleo, como en el citoplasma, 
tanto en el pri-miARN, como en el pre-miARN. El proceso de edición de miARNs no 
implica solo una alteración en el procesamiento de los miARNs, sino también 
modificaciones en la especificidad de su ARNm diana (84, 162). 
 
1.4.1. Papel de miARNs en fibrosis hepática. 
 
Los miARNs presentan un papel esencial en numerosos procesos biológicos, tales 
como el crecimiento celular, diferenciación, desarrollo, metabolismo, apoptosis, 
inflamación, secreción, etc. Alteraciones en sus niveles de expresión se han relacionado 
con enfermedades como cáncer, diabetes, asma, enfermedades cardiovasculares, 
desórdenes del sistema nervioso, etc. Su papel en las enfermedades hepáticas es muy 
relevante, ya que se han observado diferencias en la expresión de los miARNs en 
pacientes con EHGNA, fibrosis, cirrosis y CHC, o en la proliferación de los hepatocitos 
durante la regeneración hepática (28, 43, 130, 132). Sin embargo, todavía se conoce muy 
poco sobre las funciones específicas de muchos de estos miARNs, siendo necesario 
analizar su implicación en los diferentes procesos biológicos y patologías existentes. 
Entre los que se han estudiado en profundidad se encuentra miR-122, que es el miARN 
hepático más abundante y su papel es clave en la regulación del metabolismo de lípidos 
y ácidos grasos y en la acumulación del colesterol. Se ha observado que ratones 
deficientes en este miARN presentan inflamación hepática, fibrosis e incluso CHC. miR-
33a es importante en la síntesis de ácidos biliares, oxidación de ácidos grasos y 
homeostasis del colesterol. En concreto, su expresión aumenta al disminuir los niveles de 
colesterol (43).  
Respecto a la fibrosis hepática, existen varias familias de miARNs cuyo rol se ha 
estudiado en profundidad, y juegan un papel pro- o anti-fibrótico en base a su implicación 
en el desarrollo de la fibrosis y la activación de las HSC. La familia de miR-29 induce la 
apoptosis de las HSC modulando la vía de señalización de PI3K/AKT y disminuye la 
acumulación de MEC. Sus efectos anti-fibróticos están muy estudiados, y se han 
confirmado en hígado, riñón y otros órganos (72). Además, la activación de las HSC 
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inhibe su expresión, aumentando la producción de MEC (130). La familia de miR-34 
promueve la progresión de la fibrosis induciendo la activación de las HSC, mientras que 
la familia de miR-378 la inhibe. Los miembros de la familia de miR-15, pueden tanto 
promover la proliferación de las HSC (pues tienen un efecto positivo en la vía de 
señalización de TGF-β1), como inducir su apoptosis (regulando negativamente la vía de 
señalización de PI3K/AKT). Finalmente, las familias de miR-199 y miR-200 son 
responsables de la deposición de MEC y la liberación de citoquinas pro-fibróticas. Por 
ejemplo, la sobreexpresión de miR-199a aumenta los niveles de MMP13, TIMP1 y α1 
procolágeno (72). Ambas familias se consideran los principales miARNs asociados a la 
regulación de la fibrosis hepática (62). Su acción pro-fibrótica es bien conocida, pues no 
solo se pone de manifiesto en modelos animales, sino también en el hígado de pacientes 
con fibrosis, o hepatitis C crónica (132). 
 
1.4.2. Relación entre miARNs y COX-2. 
 
 Además de estar regulada a nivel transcripcional por los diferentes elementos 
reguladores presentes en su región promotora, la expresión de COX-2 también puede ser 
regulada a nivel post-transcripcional, a través de cambios en la estabilidad de su ARNm. 
Estos cambios se producen en la región 3´UTR de COX-2, que contiene múltiples copias 
de elementos ricos en AU (ERAs) y de elementos de respuesta a miARNs (ERM). La 
presencia de factores de unión a ERA, miARNs específicos a estos elementos o una 
poliadenilación alternativa (proximal o distal) en la región 3´UTR repercute sobre la 
estabilidad y la eficiencia traduccional de COX-2 (60). 
 La existencia de una relación entre la expresión de COX-2 y miARNs se ha 
documentado en varios estudios. COX-2 es crítica para la implantación embrionaria. En 
el trabajo de Chakrabarty et al. (23) comprobaron que durante este proceso la expresión 
espaciotemporal de miR-101a y miR-199a* coincidía con la expresión de COX-2 en el 
útero de los ratones. Además, demostraron que ambos miARN interactúan con la región 
3´UTR de COX-2 in vitro, lo que lleva a su represión traduccional. Por tanto, se puede 
afirmar que COX-2 es una diana directa de miR-101a y miR-199a*, que regulan su 
expresión no solo durante la implantación embrionaria, sino también en el cáncer 
endometrial; y en el caso de miR-101, además en el cáncer gástrico (36, 63). miR-137 y 
miR-26b presentan un papel anti-tumoral, suprimiendo la proliferación y la invasión de 
las células de glioblastoma humano. Para ello, utilizando ensayos de luciferasa, en ambos 
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casos se ha observado que estos miARNs inhiben la expresión de COX-2 (27, 71). 
También se ha visto que miR-137 ejerce sus efectos anti-tumorales inhibiendo COX-2 en 
cáncer gástrico, suprimiendo así la activación de la vía de señalización PI3K/AKT (31). 
Por otro lado, miR-143 refleja su efecto anti-tumoral disminuyendo el crecimiento y 
migración de las células del carcinoma de vejiga humano (T24), a través de la inhibición 
de COX-2, consecuencia de la sobreexpresión de este miARN en estas células (145). 
Además, en un estudio anterior del grupo, se determinó que COX-2 es una diana de miR-
16 en células humanas de hepatoma. miR-16 inhibe su expresión uniéndose directamente 
al ERM presente en la región 3´UTR de COX-2 o reduciendo los niveles de HuR, una 
proteína de unión a ARN. Con ello se reduce la capacidad de estas células para desarrollar 
tumores en ratones, inhibiendo la proliferación celular y promoviendo la apoptosis (1). 
Sin embargo, a pesar de toda esta información se conoce poco sobre los efectos de COX-
2 en el patrón de expresión de los miARNs. En un estudio realizado por el grupo de Wu 
(100), observaron que miR-21 actúa sobre 15-PGDH (con efecto anti-tumoral), evitando 
así la degradación de PGE2 y promoviendo el crecimiento del colangiocarcinoma 
humano. Por otra parte, el grupo de Lala (102) comprobó que la sobreexpresión de COX-
2 en el cáncer de mama induce la expresión del miARN oncogénico miR-526b, implicado 
en la progresión de esta enfermedad. Respecto a su papel en la fisiopatología hepática, en 
un trabajo previo del grupo se observó que COX-2 es capaz de regular el procesamiento 
de miR-23b, miR-146b y miR-183 implicados en la señalización de la insulina en el 
hígado. En concreto, COX-2 protege frente a la RI. Para ello disminuye los niveles de 
miR-183 en las células hepáticas incrementando los niveles de la helicasa p68 (DDX5) 
vía PI3K/p300, lo que aumenta los niveles de IRS1 (sustrato del receptor de insulina 1) 
(113). 
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 2. Objetivos 
• Estudiar la contribución de PGE2 dependiente de COX-2 al desarrollo de la 
EHNA y fibrosis hepática en modelos murinos. 
 
• Evaluar el patrón de expresión de miARNs hepáticos en las líneas 
transgénicas para COX-2, y su papel en el desarrollo y evolución de la fibrosis 
hepática. 
 
• Analizar la expresión de COX-2 y los niveles de PGE2 en biopsias hepáticas 
y sueros de pacientes con EHGNA y fibrosis. Relación con el progreso de la 
enfermedad. 
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 3. Materiales y métodos 
3.1. Reactivos. 
 
 Los anticuerpos se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, EEUU), 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU), Cell Signaling Technology (Danvers, MA, 
EEUU), Abcam (Cambridge, Reino Unido), Calbiochem/Merck Millipore (Billerica, 
Massachusetts, EEUU), Ambion/Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, 
EEUU), BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, EEUU) y Cayman Chemical (Ann Arbor, 
Michigan, EEUU). PGE2 procede de Cayman Chemical, hTGF-β1 de Roche Diagnostics 
(Indianapolis, Indiana, EEUU) y el inhibidor farmacológico DFU de Merck (Kenilworth, 
NJ, EEUU). El resto de reactivos se adquirieron a través de Merck, Roche Diagnostics, 
Cayman Chemical, Sigma-Aldrich o BD Pharmingen (Fallbrook, CA, EEUU). Los 
reactivos utilizados para la electroforesis y el Western Blot (WB) se obtuvieron de Bio-
Rad (Hercules, CA, EEUU). Las placas para cultivos celulares se adquirieron a través de 
Falcon (Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ, EEUU), y los medios de cultivo 
celular proceden de Gibco (Life Technologies™, Carlsbad, CA, EEUU). 
 
3.2. Pacientes. 
 
 Se realizaron dos estudios. En el primero, se incluyeron 34 pacientes con 
colelitiasis asintomática a los que se les realizó una biopsia hepática durante una 
colecistectomía laparoscópica programada (hígado normal, HN) y 49 pacientes con un 
diagnóstico clínico de EHGNA, 26 con ENA y 23 con EHNA. En el segundo, se 
incluyeron 13 pacientes con un HN y 25 pacientes con un diagnóstico clínico de EHGNA, 
agrupados según su grado de fibrosis. A todos se les sometió a una biopsia hepática para 
el diagnóstico. Los criterios de inclusión de estos pacientes se basaron en una ingestión 
de alcohol menor de 20g/día, la presencia de esteatosis con o sin necroinflamación y/o 
fibrosis, y la ausencia de infección con el virus de la hepatitis B y/o C, o el virus de la 
inmunodeficiencia humana. Los estudios se realizaron de acuerdo a la Declaración de 
Helsinki de 1975 y a las leyes nacionales y locales. El comité de ética humana del Hospital 
Universitario Santa Cristina, Instituto de Investigación Sanitaria Princesa aprobó los 
procedimientos del estudio, obteniendo el consentimiento informado de todos los 
pacientes antes de su inclusión en el mismo. 
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3.3. Evaluación histopatológica de los pacientes. 
 
 Las secciones del hígado embebido en parafina se tiñeron con Hematoxilina-
Eosina (H&E) y la tinción Tricrómica de Masson (MTC), y fueron examinadas e 
interpretadas por un patólogo experimentado (C. G-M) que no conocía los datos clínicos. 
Se utilizó el sistema de evaluación histológica de Kleiner (80) para determinar el índice 
de actividad histológica de la enfermedad hepática grasa no alcohólica (índice de 
actividad EHGNA), así como el grado de fibrosis de los pacientes. Los grados de 
esteatosis de los hepatocitos se dividen en: 0, <5%; 1, 5-33%; 2, >33-66%; y 3, >66%. La 
inflamación lobular se divide en: 0, sin focos; 1, <2 focos por cada campo a 200X; 2, 2-4 
focos por cada campo a 200X; y 3, >4 focos por cada campo a 200X. El “ballooning” se 
clasifica como 0, nada; 1, pocas células redondeadas; y 2, muchas células redondeadas. 
Por su parte, los grados de fibrosis se dividen en 0, nada; 1, perisinusoidal o periportal; 2, 
perisinusoidal y portal/periportal; 3, fibrosis en puente; y 4, cirrosis. El índice de actividad 
EHGNA se calculó en base al conjunto de los grados de esteatosis, inflamación lobular y 
“ballooning” de los hepatocitos. 
 El análisis de miARNs en suero fue realizado por el Grupo de Biomarcadores y 
Dianas Terapéuticas del Instituto Ramón y Cajal de Investigación Sanitaria (IRYCIS). 
 
3.4. Experimentación animal. 
 
 Los ratones (tanto los hCOX-2-Tg, como sus hermanos de genotipo salvaje (wild-
type, Wt) se generaron por el apareamiento sistemático de ratones heterocigotos B6D2-
Tg (APOE-PTGS2/4) Upme, que expresan 55 copias del transgén, con ratones Wt 
B6D2F1/OlaHsd, durante más de siete generaciones. Los ratones hCOX-2-Tg son 
fenotípicamente similares a sus hermanos Wt y no presentaron cambios histológicos 
detectables en el hígado a las 12 semanas (sem.) de edad. La integración del transgén se 
comprobó mediante análisis por PCR del ADN (ácido desoxirribonucleico) genómico de 
las colas de los animales. Los ratones hCOX-2-Tg expresan el gen COX-2 de origen 
humano de forma constitutiva en el hepatocito, bajo el control del promotor de ApoE 
humano y su región específica de control hepático (HCR). Esta región HCR es un dominio 
regulador único que controla la expresión de ApoE en el hígado (20), y se encuentra 
ausente en otros tipos celulares, como los macrófagos (que cuentan con las regiones 
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reguladoras ME.2 y ME.1), lo que limita su expresión específicamente al hepatocito 
(152).  
Los ratones Wt y hCOX-2-Tg se mantuvieron en ciclos de 12 horas de 
luz/oscuridad, a una temperatura de 22ºC, en salas con control de humedad y con libre 
acceso al agua de bebida. Se les proporcionó una dieta normal RCD (dieta control; SAFE 
A04-10 Panlab, Barcelona) o una dieta MCD; TD-90262 Harland-Tecklad, Indianapolis, 
IN) durante 2 o 4 sem. (modelo para inducir EHNA). A algunos ratones (n=6) se les trató 
con la dieta MCD durante 4 sem. y después con la dieta RCD durante 5 días más, 
estableciendo un modelo de recuperación (R). Durante el tratamiento con la dieta MCD, 
se midieron el peso corporal y la cantidad de comida ingerida cada dos días. Para inducir 
fibrosis, se les inyectó intraperitonealmente (i.p.) una dosis de 1.6 ml/kg de CCl4 (Sigma-
Aldrich, diluido a 1:4 en aceite de oliva (Oil)), dos veces por sem. Los animales control 
se inyectaron i.p. con Oil. En otra aproximación para inducir fibrosis, se sometió a 
algunos animales a BDL durante 21 días. Los animales se sacrificaron en 2 sem., 4 sem. 
y 4 sem. + R tras la dieta MCD; 9 sem. tras el tratamiento con CCl4 o 21 días tras BDL. 
El hígado se congeló inmediatamente en nitrógeno líquido y se guardó a -80ºC para 
posteriormente realizar análisis de proteína o ARNm, o se fijó en formalina al 4% para 
realizar bloques de parafina. El plasma se obtuvo del seno retro-orbital o de la vena cava 
inferior. 
Toda la experimentación con animales se llevó a cabo de acuerdo con las 
recomendaciones de las Asociaciones de la Federación Europea de la Ciencia del Animal 
de Laboratorio (FELASA) sobre la vigilancia de la salud, la ley de Derecho Comunitario 
Europeo (86/609/EEC) y la ley española (R.D.1201/2005). El Comité Ético de la 
Comisión Bioética del CSIC, España, aprobó el uso de animales en los procedimientos 
experimentales. 
 
3.5. Evaluación histopatológica de los animales. 
 
Las secciones del hígado embebido en parafina se tiñeron con H&E y MTC, y 
fueron examinadas e interpretadas por un patólogo experimentado (J. V-C) que no 
conocía las características de los animales. El índice de actividad EHGNA y el grado de 
fibrosis se determinaron utilizando el sistema de evaluación histológica para modelos 
animales validado por Liang et al. (93). Los grados de esteatosis de los hepatocitos se 
dividen en: 0, <5%; 1, 5-33%; 2, >33-66%; y 3, >66%. La inflamación lobular se divide 
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en: 0, sin focos (<0.5 focos); 1, 0.5-1 focos; 2, 1-2 focos; y 3, >2 focos. El “ballooning” 
se clasifica como 0, nada; 1, pocas células redondeadas; y 2, muchas células redondeadas. 
Por su parte, los grados de fibrosis se dividen en 0, nada; 1, perisinusoidal y/o pericentral; 
2, fibrosis central/central incompleta; 3, fibrosis central/central completa; y 4, cirrosis. Al 
igual que en los pacientes, el índice de actividad EHGNA se calculó en base al conjunto 
de los grados de esteatosis, inflamación lobular y “ballooning”. 
El análisis cuantitativo de colágeno en las secciones teñidas con Rojo Sirio se 
realizó utilizando un programa de análisis de imagen (ImageJ (http://imagej.nih.gov)). Se 
tiñeron secciones de parafina del hígado de 20 μm de espesor con rojo Sirio al 0,1% en 
ácido pícrico saturado. El área teñida de rojo (μm2) se midió en cinco campos 
consecutivos (40X). El porcentaje del área fibrótica se calculó en base al área total 
examinada. 
 
3.6. Aislamiento y cultivo de hepatocitos. 
 
 Los hepatocitos de los ratones Wt y hCOX-2-Tg se aislaron por perfusión a través 
de la vena cava inferior, utilizando una solución de HBSS (Solución Balanceada de Hank; 
Gibco), 10 mM HEPES pH 7.4, 0.2 mM EGTA, 500U heparina y medio William´s E 
(Sigma) con 0.56 mg/ml colagenasa tipo 1 (C5138-1G, Sigma, la concentración aumenta 
1.5 veces tras el tratamiento con CCl4). Las células se filtraron (filtro de 100 µm) y se 
centrifugaron a 500 rpm, 4ºC, 5 minutos. Tras esto, se resuspendieron en un medio de 
cultivo AM (medio de adhesión) compuesto por: DMEM/F12 (1:1), 20 mM HEPES pH 
7.4, 0.05% NaHCO3, 6 mM glucosa, 10% FBS  (suero bovino fetal, Sigma), 5 mg/ml 
BSA (albúmina de suero bovina), 100 U/ml penicilina, 100 µg/ml estreptomicina y 50 
µg/ml gentamicina; y se purificaron con una centrifugación por gradiente de densidad, 
utilizando una solución isotónica de Percoll (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, 
Suecia), 150 mM NaCl y 1X HBSS. Finalmente, tras lavar las células 2-3 veces con AM 
(500 rpm, 5 minutos a 4ºC), se resuspendieron directamente en 700 µl QIAzol Lysis 
Reagent (Qiagen, Valencia, CA) para el posterior análisis de su ARN (ARN total y 
miARNs), o se sembraron 500,000 células/pocillo en AM al 10% FBS en placas de 6 
pocillos. La viabilidad celular se analizó por exclusión con Trypan blue. El sobrenadante 
de los hepatocitos (medio condicionado de los hepatocitos) se recogió tras 6, 18 y 24 
horas de cultivo y se guardó a -80ºC para su análisis. Por otro lado, los hepatocitos se 
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sometieron a un “starving” de 4 horas (reduciendo el FBS al 2%) y se trataron 16 
horas/toda la noche (TN) con PGE2 5 µM, TGF-β1 2 ng/ml o DFU 5 µM. 
 
3.7. Aislamiento de células de Kupffer. 
 
 Para aislar células de Kupffer, se utilizó el sobrenadante de la primera 
centrifugación del protocolo de aislamiento de hepatocitos, que se centrifugó a 500 rpm, 
5 minutos a 4ºC para descartar los hepatocitos restantes (123). Tras esto, el sobrenadante 
se centrifugó a 1500 rpm, 10 minutos a 4ºC, y el pellet (con las células de Kupffer) se 
resuspendió en medio AM. Las células se mezclaron por inversión con Percoll al 50% en 
1X HBSS y se centrifugaron a 2300 rpm, 30 minutos sin aceleración ni freno a 
temperatura ambiente. Finalmente, el pellet de células de Kupffer se lavó con PBS, 
centrifugando dos veces a 1500 rpm, 10 minutos a 4ºC para lavar los restos de la solución 
de Percoll. Las células se resuspendieron directamente en 700 µl QIAzol Lysis Reagent 
(Qiagen) o 1 ml TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) (ARN total) para el 
posterior análisis de su ARN. 
 
3.8. Aislamiento y cultivo de HSC. 
 
 El aislamiento de HSC se realizó como lo describen Mederacke et al. (108). El 
procedimiento consiste en: Perfusión in situ del hígado de los ratones con pronasa (0.4 
mg/ml) en solución de perfusión (1X HBSS, 10 mM HEPES pH 7.4, 0.2 mM EGTA, 
500U heparina) y colagenasa (0.56 mg/ml, aumentando 1.5 veces la concentración tras el 
tratamiento con CCl4) en medio William´s E; su digestión in vitro; y la separación de las 
HSC del resto de las poblaciones hepáticas en base a un gradiente de densidad. Tras la 
perfusión in situ, el hígado se disgregó en condiciones estériles. Después se digirió in 
vitro con una solución precalentada de 0.5 mg/ml pronasa, 0.4 mg/ml colagenasa, 0.1 
mg/ml DNasa I y 10 mM HEPES pH 7.4 en 1X HBSS. La suspensión celular se filtró 
(filtro de 100 µm) para eliminar los restos no digeridos del tejido, y se centrifugó a 1900 
rpm, 10 minutos a 4ºC. El pellet de las células no parenquimales se resuspendió en GBSS 
(Sigma) y se purificó con una centrifugación por gradiente de densidad utilizando 14% 
Nycodenz (Sigma). Las HSC se obtuvieron de la capa blanca difusa de la interfase, y se 
centrifugaron dos veces en una solución de 1X PBS/0.3% BSA a 1900 rpm, 5 minutos a 
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4ºC. Finalmente, las células se resuspendieron directamente en 700 µl QIAzol Lysis 
Reagent (Qiagen) o 1 ml TRIzol reagent (Invitrogen) para el posterior análisis de su ARN, 
o se sembraron en placas de 6 o 12 pocillos (Corning, Nueva York, EEUU) en medio 
DMEM (Medio de cultivo de Dulbecco, Gibco), 20% FBS, 100 U/ml penicilina, 100 
µg/ml estreptomicina y 50 µg/ml gentamicina. Las células se cultivaron durante 0, 1 y 3 
días, para posteriores análisis de ARN y proteínas. Se estableció una línea celular primaria 
de HSC de los ratones Wt por inmortalización espontánea. 
 
3.9. Aislamiento de NPCs para su análisis por citometría de flujo. 
 
 Las NPCs se aislaron como describen Sanz-García et al. (135). El hígado se 
extrajo en 1X HBSS a temperatura ambiente, se disgregó y se filtró (filtro de 100 µm). 
Después se centrifugó a 1700 rpm, 5 minutos a temperatura ambiente, y el pellet de 
células se resuspendió en una solución al 36% de Percoll en 1X HBSS. Tras centrifugar 
a 2200 rpm, 20 minutos sin freno a temperatura ambiente, los eritrocitos se lisaron 
incubándolos 10 minutos a temperatura ambiente con una solución de 139 mM NH4Cl, 
19 mM Tris-HCl pH 7.2. El pellet se lavó dos veces con 5 ml de 1X HBSS frío, se 
centrifugó a 1700 rpm, 5 minutos a 4ºC y las células se resuspendieron en 100 µl de 1X 
HBSS. 
 
3.10. Citometría de flujo. 
 
 Las NPCs aisladas (0.3-0.5 x 106 células/test) se incubaron 20 minutos a 
temperatura ambiente en oscuridad con los siguientes anticuerpos (5 µg/ml): CD11b-
Mac1-PECy7 (rat IgG2bk, anti-mouse eBioscience, San Diego, CA, EEUU), CD45-FITC 
(rat IgG, Beckman), F4/80-PE (rat IgG2ak, eBioscience), Ly6C-FITC (rat IgMk, anti-
mouse, Pharmingen, San José, CA, EEUU) y CCR2-APC (rat IgG2B, R&DSystems, 
Minneapolis, MN, EEUU); o sus correspondientes controles de isotipo. Tras lavar se 
añadieron esferas de calibración (Perfect-Count microspheres, Cytognos, Salamanca, 
España) para cuantificar el número exacto de células. El análisis por citometría de flujo 
se realizó utilizando el Cytomics FC500 con el programa CXP. 
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3.11. Cultivos de líneas celulares de esteladas hepáticas. 
 
 La línea celular de esteladas hepáticas humanas LX-2 se adquirió de Millipore, 
Billerica, MA, SCC064. La línea celular de esteladas hepáticas murinas GRX se compró 
al Banco de Células de Río de Janeiro BCRJ 0094. Ambas líneas celulares se han 
autentificado en el servicio de genómica del IIB, con el Sistema Promega´s StemElite TM 
ID. Las células LX-2 se mantuvieron en un medio EmbryoMAX (Millipore, Billerica, 
MA, EEUU) suplementado con glutamina al 2% de FBS. Las células GRX se 
mantuvieron en un medio DMEM al 5% FBS. También se utilizaron las HSC primarias 
aisladas de los ratones Wt, que se mantuvieron en un medio DMEM al 10% FBS. Todas 
estas células se cultivaron en una atmósfera humidificada al 5% CO2, 37ºC. Para los 
experimentos, las células se sembraron en placas de 6 (4x105 células/pocillo para LX-2 y 
GRX; 1,5x105 células/pocillo para HSC primarias) o 12 (15x104 células/pocillo para LX-
2 y GRX; 6x104 células/pocillo para HSC primarias) pocillos, se les retiró el FBS y se 
trataron con PGE2 5 µM (TN), TGF-β1 2 ng/ml (6 horas) o 3 μM inhibidor TβR-I 
(LY364947, Calbiochem/Merck Millipore) (1 hora, solo a HSC primarias). Por otro lado, 
a las células LX-2 se les retiró el FBS 6 horas, y se las trató con PGE2 5 µM y diversos 
inhibidores farmacológicos (20 µM LY294002, 1 µM Gö6983, 0.4 µM CMI, 0.5 µM 
BRIB796, 50 µM PD98059 y 10 µM BAY11-7085) o antagonistas de los receptores EP 
(1 µM Ant. EP2 (TG4-155) y 25 µM Ant. EP4 (GW627368X)) durante 12 horas. Por su 
parte, a las HSC primarias se las trató durante 24 horas con el medio condicionado de los 
hepatocitos aislados (de los ratones Wt y hCOX-2-Tg tras el tratamiento con Oil o CCl4). 
 
3.12. Determinación de metabolitos, citoquinas y hormonas, y ensayo del MTT. 
 
 Los niveles de PGE2 se midieron en el medio condicionado de los hepatocitos 
aislados, el tejido hepático de los ratones, y el suero de los pacientes con un inmunoensayo 
específico (DetectX Prostaglandin E2 Enzyme Immunoassay Kit; Arbor Assays (Ann 
Arbor, MI, EEUU)). Los niveles de glucosa en sangre se analizaron con un Glucómetro 
Accu-Check (Roche). La actividad de las transaminasas ALT (alanina transaminasa) y 
AST (aspartato transaminasa), y la cantidad de bilirrubina total en plasma se determinaron 
utilizando tiras Reflotron (Roche Diagnostics, Barcelona, Spain). La cantidad de TGs, 
colesterol y HDL (lipoproteínas de alta densidad) en plasma se midieron con kits 
específicos de BioSystems (Wako Chemicals GmbH, Neuss, Germany). Los niveles de 
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citoquinas en plasma se evaluaron con el Luminex 100IS Multiparametric Analyzer, en el 
servicio de citometría de flujo del Centro Nacional de Biotecnología, Madrid. Para 
cuantificar colágeno, se midió el contenido de hidroxiprolina hepática utilizando un kit 
(Hydroxiproline Assay Kit, Sigma). La actividad de caspasa-3 y 8 se determinó mediante 
fluorescencia, con sustratos específicos (Caspase-3/8 Fluorogenic Substrate, BD 
Pharmingen), y se representó en unidades arbitrarias. Todos estos análisis se realizaron 
según las instrucciones de los fabricantes. 
 Para los ensayos de MTT (Thiazol Blue Tetrazolium Blue), las células se 
sembraron en placas de 96 pocillos (8x103 células/pocillo). Tras agregarles los 
correspondientes estímulos, se lavaron con 1X PBS y se les añadió 100 µl de medio 
completo. Después, se agregaron 20 µl de 2 mg/ml MTT, y se incubaron 4 horas a 37ºC 
en oscuridad. Finalmente, se añadieron 100 µl DMSO, y se midió la absorbancia a 570 y 
630 nm. 
 
3.13. Medida del estado redox intracelular. 
 
 La sonda fluorescente 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína-diacetato (H2DCFDA, 
DCFH-DA, DCFH) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), sensible a la oxidación, se utilizó 
in vitro para analizar el estado redox intracelular (48). Tras los tratamientos 
correspondientes, las células se incubaron con 5 µM H2DCFDA (30 minutos, 37ºC), se 
lavaron, se lisaron con un buffer compuesto por: 25 mM HEPES pH 7.5, 60 mM NaCl, 
1.5 mM MgCl2, 0.2 mM EDTA y 0.1% Tritón X-100 (10 minutos, 4ºC), y se transfirieron 
por duplicado a una placa de 96 pocillos. La fluorescencia se midió y se corrigió en base 
al contenido de proteína. 
 Los niveles de peroxidación de lípidos (LPO) se determinaron como una medida 
indirecta de la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO). Se utilizó la reacción 
del ácido tiobarbitúrico (TBA) según el método de Ohkawa et al. (47, 121), para 
cuantificar ex vivo la cantidad de productos aldehído generada por la LPO en el tejido 
hepático. Los extractos del hígado (30 mg) se homogeneizaron con 300 µl de 0.15 M KCl. 
De estos, se incubaron 50 µl durante 60 minutos a 95ºC con 0.3% TBA pH 3-3.5, 0.5% 
SDS y 7.5% ácido acético, y tras esto se centrifugó a 6000 rpm, 10 minutos. La cantidad 
de especies reactivas al TBA (TBARS) se expresó en términos de malondialdehído 
(MDA), utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP) como estándar (nmol MDA/mg 
proteína). 
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 El glutatión total (GSHt) y el oxidado (GSSG) se determinaron en los 
homogeneizados del hígado total, según el protocolo descrito por Tietze (151), con ligeras 
modificaciones. El contenido de GSH y GSSG intracelular se determinó con un ensayo 
basado en la reducción del DTNB (5,5´-ditio-bis-2-(ácido nitrobenzoico)) catalizada por 
la glutatión reductasa, descrito previamente (155). El lisado hepático se precipitó 
añadiendo 5-ácido sulfosalicílico (SSA) al 10%, y se centrifugó a 10000 rpm, 5 minutos. 
El sobrenadante obtenido se recogió para medir el contenido de GSHt y GSSG. Para 
determinar el nivel de GSSG del lisado, primero se añadió 2-vinilpiridina, y luego se 
mantuvo una hora a 37ºC para obtenerlo. 
 
3.14. Ensayos de inmunofluorescencia. 
 
 Las HSC primarias (5x103) se sembraron en placas para inmunofluorescencia 
(Culture Slides, Falcon, Ref. 354108). Tras añadir los estímulos correspondientes, las 
células se lavaron con 1X PBS y se fijaron 10 minutos con paraformaldehído al 2%, a 
temperatura ambiente. Después, se lavaron con 1X PBS, y se permeabilizaron con Tritón 
X-100 al 0.1% en 1X PBS 3 minutos a temperatura ambiente. Tras bloquear con 2% BSA 
30 minutos a temperatura ambiente, las células se incubaron TN a 4ºC con los anticuerpos 
primarios correspondientes (diluidos a 1:500 en 1X PBS 2% BSA) (Tabla IV). Al día 
siguiente, las células se lavaron varias veces y se incubaron con anticuerpos secundarios 
conjugados con fluorocromo (Invitrogen) 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad 
(diluidos 1:500 en 1X PBS 2% BSA). A continuación, se trataron con 4´,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI, diluido 1:1000 en 1X PBS 2% BSA) 20 minutos a temperatura 
ambiente. Finalmente, se desmontaron las placas, dejando al descubierto los portaobjetos 
para el microscopio. Los cubreobjetos se montaron con Prolong (Thermo Fisher 
Scientific). Tras 24 horas, las imágenes se adquirieron en el Confocal Leica TCS SP5 X. 
 
3.15. Ensayos de inmunohistoquímica fluorescente.  
 
 Los hígados se fijaron TN en formalina al 4%. Tras embeber las muestras en 
parafina, se realizaron secciones de 5 µm de espesor, que más tarde se desparafinaron, se 
hidrataron y se sometieron a una “recuperación de antígeno” inducida por calor. La 
tinción inmunofluorescente se realizó utilizando técnicas estándar. La recuperación de 
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antígeno se realizó con citrato de sodio (10 mmol/l, pH 6), calentando en el microondas 
durante 3-10 minutos, seguido de una incubación de 2 horas con 10% suero de cabra, 1% 
albúmina en TBS 1X. Estas secciones se incubaron TN a 4ºC con los anticuerpos 
primarios correspondientes (α-SMA, COL1A1 (Tabla IV)) diluidos a 1:300. A 
continuación, las secciones se lavaron y se incubaron con anticuerpos secundarios 
universales (1:500) y DAPI (1:1000) durante 1 hora. Finalmente, las secciones se 
montaron utilizando Prolong, y las imágenes se obtuvieron con un microscopio Confocal 
Leica TCS SP5 X. 
 
3.16. Análisis del ciclo celular. 
 
 Las HSC primarias se trataron durante 24 horas con el medio condicionado de los 
hepatocitos aislados. Tras esto, se recogió el sobrenadante junto a las células. Las células 
se lavaron con 1X PBS, se centrifugaron a 1200 rpm, 5 minutos, y a continuación se 
fijaron con 700 μl de etanol al 70% congelado 1 h a 4ºC en agitación. Después, se 
centrifugaron y se resuspendieron en 1X PBS tres veces, para eliminar los residuos de 
etanol. Finalmente, las células se resuspendieron en 200 μl 1X PBS, que contenía 0.02 
μg/μl yoduro de propidio y 0.1 μg/μl ARNasa A, durante 1 hora en agitación y oscuridad. 
El análisis por citometría de flujo se realizó con el Cytomics FC500. 
 
3.17. Análisis por microarray de miARNs. 
 
 Los miARNs se extrajeron de HSC aisladas procedentes de 26 ratones Wt y 21 
hCOX-2-Tg tras un tratamiento con Oil o CCl4 (9 Wt Oil, 17 Wt CCl4, 9 hCOX-2-Tg Oil 
y 12 hCOX-2-Tg CCl4). Se prepararon 3 pooles (con un mínimo de 3 muestras de HSC 
aisladas por grupo) por cada condición experimental.  
Para la extracción de los miARNs se utilizó QIAzol Lysis Reagent (Qiagen, 
Valencia, CA), y se purificaron con un miRNeasy Mini Kit (Qiagen). La calidad e 
integridad de estos miARNs se evaluó en un Bioanalizador Agilent. Para el análisis del 
array de miARNs, se utilizó miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR, 4x Mouse 
& Rat panel I+II (Exiqon). Estas placas de PCR de 384 pocillos contienen conjuntos de 
primer pre-alicuotados, y permiten el estudio de 748 miARNs de ratón y rata y 6 genes 
de referencia. 
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 Para la síntesis de ADNc (ADN complementario), el ARN (20 ng) se poliadeniló 
y se retrotranscribió a ADNc utilizando un Kit: Universal cDNA Synthesis Kit II (parte 
de miRCURY LNATM Universal RT microRNA PCR; Exiqon). La PCR cuantitativa en 
tiempo real (RT-PCR) del ADNc (diluido 80 veces) se realizó con ExiLENT SYBR® 
Green master mix (Exiqon) y las placas de PCR de 384 pocillos, en un equipo de Life 
Technologies (7900HT Fast-Real Time PCR System). Los parámetros del termociclador 
fueron 10 minutos a 95ºC; 40 ciclos de 10 segundos a 95ºC; y 1 minuto a 60ºC; seguidos 
de una curva de disociación consistente en 15 segundos a 95ºC; 15 segundos a 60ºC; y 15 
segundos a 95ºC. Los datos se normalizaron con el método de la normalización de la 
media global. Se determinó el cambio en el nivel de expresión de cada miARN 
comparando sus valores en los ratones hCOX-2-Tg frente a los Wt. El análisis de datos 
se realizó con los programas GenEx2.0 y Excel. Los “Heatmaps” y la agrupación de los 
genes expresados de forma diferencial se construyeron en Excel. 
 Los datos del microarray se validaron por RT-PCR, analizando individualmente 
los miARNs elegidos. El análisis de sus vías de señalización, redes y genes diana se 
realizó con las plataformas miRWalk y DAVID: Functional Annotation Tools (base de 
datos para anotación, visualización y descubrimiento integrado). Esto permitió la 
identificación de varias vías de señalización candidatas para localizar los genes diana de 
estos miARNs, que se representaron utilizando la base de datos KEGG (Enciclopedia de 
Genes y Genomas de Kioto). El programa Cytoskape se utilizó para ilustrar la 
superposición de esos posibles genes diana. 
 
3.18. Extracción de ARN y análisis por RT-PCR. 
 
 Se realizaron dos extracciones diferentes. El ARN total de las muestras de hígado 
y células se extrajo utilizando TRIzol reagent. En este caso, el ARN total (1 µg) se 
retrotranscribió utilizando el kit: Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche). 
Para extraer ARN total junto a los miARNs se utilizaron 700 µl QIAzol Lysis Reagent, y 
se purificaron con un miRNeasy Mini Kit (Qiagen). Para este caso, en la retrotranscripción 
se utilizaron los kits indicados a continuación, diferentes según se tratara de ARN total o 
miARNs. 
 El ARN total (250 ng en 20 μl) se retrotranscribió utilizando el kit: High Capacity 
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, California, EEUU). 
La RT-PCR del ADNc se realizó con Power SYBR Green Master Mix (Applied 
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Biosystems), en un equipo de Life Technologies (7900HT Fast-Real Time PCR System), 
utilizando los cebadores descritos en la Tabla I. Estos cebadores se obtuvieron a través de 
Invitrogen. Los parámetros del termociclador fueron 10 minutos a 95ºC; 40 ciclos de 15 
segundos a 95ºC; y 1 minuto a 60ºC; seguidos de una curva de disociación consistente en 
15 segundos a 95ºC; 15 segundos a 60ºC; y 15 segundos a 95ºC. Cada muestra se analizó 
por triplicado, y se normalizó frente al ARNm de 36b4. Su valor se expresó como factor 
de inducción (“fold induction”, FI) frente al valor de la muestra control, con cálculos 
basados en la ΔΔCt. 
 Para los miARNs maduros, el ARN (155 ng en 10 μl) se poliadeniló y se 
retrotranscribió a ADNc utilizando un Kit: Universal cDNA Synthesis Kit II (parte de 
miRCURY LNATM Universal RT microRNA PCR, Exiqon). La RT-PCR del ADNc se 
realizó con ExiLENT SYBR® Green master mix (Exiqon), en un equipo de Life 
Technologies (7900HT Fast-Real Time PCR System), utilizando los cebadores de Exiqon 
descritos en la Tabla II (microRNA LNATM PCR primers set). Los parámetros del 
termociclador fueron 10 minutos a 95ºC; 40 ciclos de 10 segundos a 95ºC; y 1 minuto a 
60ºC; seguidos de una curva de disociación consistente en 15 segundos a 95ºC; 15 
segundos a 60ºC; y 15 segundos a 95ºC. Cada muestra se analizó por triplicado y se 
normalizó frente a la media de la expresión del ARN de hsa-miR-191-5p, hsa-miR-103a-
3p y RNU5G (LNATM PCR primers set, Exiqon). Su valor se expresó como FI frente al 
valor de la muestra control, utilizando cálculos basados en la ΔΔCt. En todos los casos se 
analizó la curva de melting para confirmar la especificidad de los productos de la PCR. 
 
Tabla I: Lista de cebadores utilizados para análisis por RT-PCR. 
Gen Orientación Secuencia del primer 5´->3´ 
m-Bcl2-l1 Forward 
Reverse 
AGGCGATGAGTTTGAACTGC 
TGAAGCTGGGATGTTAGATCACT 
m-Erk1 
(MAPK3) 
Forward 
Reverse 
ACCACATTCTAGGTATCTTGGGT 
AGTTTCGGGCCTTCATGTTAAT 
m-Atf2 Forward 
Reverse 
CCGTTGCTATTCCTGCATCAA 
TTGCTTCTGACTGGACTGGTT 
m-p38 
(MAPK14) 
Forward 
Reverse 
GACCTTCTCATAGATGAGTGGAAGA 
CAGGACTCCATTTCTTCTTGGT 
m-Fn1 Forward 
Reverse 
GCTCAGCAAATCGTGCAGC 
CTAGGTAGGTCCGTTCCCACT 
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m-Bmp2 Forward 
Reverse 
GGGACCCGCTGTCTTCTAGT 
TCAACTCAAATTCGCTGAGGAC 
m-Apaf1 Forward 
Reverse 
AGTAATGGGTCCTAAGCATGTTG 
GCGATTGGGAAAATCACGTAAAA 
m-Tradd Forward 
Reverse 
AGCCATACAGGTAGCTTCTGC 
GTGGCCGGTTCACTACGAG 
m-Cav1 Forward 
Reverse 
AGCCCAACAACAAGGCCAT 
GCAATCACATCTTCAAAGTCAATCTT 
m-Cdh1 Forward 
Reverse 
TCGGAAGACTCCCGATTCAAA 
CGGACGAGGAAACTGGTCTC 
m-α-sma Forward 
Reverse 
CCCAGACATCAGGGAGTAATGG 
TCTATCGGATACTTCAGCGTCA 
m-Col1a1 Forward 
Reverse 
AATGGCACGGCTGTGTGCGA 
AGCACTCGCCCTCCCGTCTT 
m-Sod1 Forward 
Reverse 
TGTGTCCATTGAAGATCGTG 
CTTTGCCCAAGTCATCTTGT 
m-Sod2 Forward 
Reverse 
TCAGTGCTCACTCGTGTCAT 
ACACGATAGGTTTGGGCATA 
m-Cat Forward 
Reverse 
GAACGAGGAGGAGAGGAAAC 
TGAAATTCTTGACCGCTTTC 
m-Gsr Forward 
Reverse 
ATTGGCTGTGATGAGATGCT 
GGTAGGATGAATGGCAACTG 
m-Desmina Forward 
Reverse 
GTTTCAGACTTGACTCAGGCAG 
TCTCGCAGGTGTAGGACTGG 
m-IL-1β Forward 
Reverse 
AGAAGCTGTGGCAGCTACCTG 
GGAAAAGAAGGTGCTCATGTCC 
m-IL-6 Forward 
Reverse 
GAGGATACCACTCCCAACAGACC 
AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 
m-TNF-α Forward 
Reverse 
CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA 
TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC 
m-Hgf Forward 
Reverse 
AAAGGGACGGTATCCATCACT 
GCGATAGCTCGAAGGCAAAAAG 
m-Pdgfr-A Forward 
Reverse 
TCCATGCTAGACTCAGAAGTCA 
TCCCGGTGGACACAATTTTTC 
m-Pdgf-A Forward 
Reverse 
TGGCTCGAAGTCAGATCCACA 
TTCTCGGGCACATGGTTAATG 
m-Pdgfr-B Forward 
Reverse 
TTCCAGGAGTGATACCAGCTT 
AGGGGGCGTGATGACTAGG 
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m-Pdgf-B Forward 
Reverse 
CATCCGCTCCTTTGATGATCTT 
GTGCTCGGGTCATGTTCAAGT 
h-COX-2 Forward 
Reverse 
CGCAGTACAGAAAGTATCACAGGC 
GCGTTTGCGGTACTCATTAAAA  
m-36b4 Forward 
Reverse 
AGATGCAGCAGATCCGCAT 
GTTCTTGCCCATCAGCACC 
h-36b4 Forward 
Reverse 
CCAGGTCGCCCTGTCTTCCCT 
CAGGCGTCCTCGTGGAAGTGAC 
 
Tabla II: Lista de cebadores utilizados para análisis de miARNs por RT-PCR (LNATM 
PCR primers set; Exiqon). 
Gen Referencia 
hsa-miR-23a-5p 205631 
hsa-miR-28-5p 204322 
hsa-miR-199a-3p 204536 
hsa-miR-29a-3p 204698 
hsa-miR-191-5p 204306 
hsa-miR-103a-3p 204063 
RNU5G 203908 
 
3.19. Construcción y transfección de los vectores de miARN. 
 
 Los precursores para mmu-miR-23a y mmu-miR-28a se generaron en un vector 
específico para clonar miARNs (green fluorescent protein (proteína fluorescente verde, 
GFP)-puromycin (pEGP)-miR cloning vector; Cell Biolabs, San Diego, CA, EEUU). Las 
secuencias de la horquilla de estos miARNs se identificaron utilizando la base de datos 
“Sanger Center miRNA” (http://microrna.sanger.ac.uk/sequences) y se amplificaron por 
PCR, a partir de ADN genómico de células murinas. Las secuencias de los cebadores para 
la clonación de los precursores de miARNs se encuentran en la Tabla III. Los productos 
de la PCR se clonaron entre las dianas de restricción BamHI-NheI del vector pEGP-miR, 
y se confirmó su correcta orientación e integración mediante secuenciación. 
Para los experimentos de transfección, las HSC primarias se sembraron en placas 
de 6 (16x104 células/pocillo) o 12 (6x104 células/pocillo) pocillos al 70% de confluencia. 
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Tras 24 horas, se les retiró el FBS durante 4 horas, y se transfectaron con 4 µg (placas de 
6 pocillos) o 1.6 µg (placas de 12 pocillos) de pEGP-miR, utilizando Lipofectamina 2000, 
en DMEM sin FBS suplementado con 0.2% BSA. Tras 16 horas de incubación a 37ºC, el 
medio de la transfección se cambió por 2 ml (placas de 6 pocillos) o 1.5 ml (placas de 12 
pocillos) de medio DMEM completo sin FBS. Las células se recogieron 48 horas después 
de la transfección para realizar análisis de WB y RT-PCR. 
Para determinar la eficiencia de la transfección, se observó la fluorescencia del 
GFP en las células al microscopio (DMIL-FLUO, Axiovert). La tasa de transfección se 
determinó con el programa ImageJ, y se expresó en %. 
 
Tabla III: Lista de cebadores utilizados para la clonación de precursores de miARNs. 
miARN Orientación Secuencia del primer 5´->3´ 
(mmu) 
pre-miR-
23a 
Forward 
Reverse 
TCGAGGATCCTATGTGAGACCCAGCCTGGT 
TCGAGCTAGCTGCTGTGGACCTTGCTCACAA 
(mmu) 
pre-miR-
28a 
Forward 
Reverse 
TCGAGGATCCAAAGCTTGGGAAGATAAGCTGTTGA 
TCGAGCTAGCAACTGTGTTAACCTGTCTCTTCCTT 
 
3.20. Análisis por WB. 
 
 Los extractos del tejido hepático (50-100 mg) o de las células (2-3x106) se 
obtuvieron de la siguiente forma. Para el extracto total de proteínas, se aisló el 
sobrenadante centrifugando a 12000 rpm, 15 minutos a 4ºC, con un buffer compuesto por 
0.5% Chaps HCl, 10 mM Tris HCl pH 7.5, 1 mM MgCl2, 1 mM EGTA y 10% glicerol. 
Los extractos citosólicos y nucleares se aislaron a partir de 100 mg de tejido, con una 
solución de sacarosa 0.3 M. Este homogeneizado se centrifugó a 3000 rpm, 10 minutos a 
4ºC para separar la fracción citosólica (sobrenadante) y la fracción nuclear (pellet). El 
sobrenadante se centrifugó 3 veces a 13000 rpm, 20 minutos a 4ºC, y se pasó a un nuevo 
tubo. El pellet se lavó 4 veces con solución de sacarosa 0.3 M, y se centrifugó a 3000 
rpm, 10 minutos a 4ºC. Después, el pellet se resuspendió en RIPA y se mantuvo 1 hora 
en agitación a 4ºC. El extracto nuclear se obtuvo centrifugando a 8500 rpm, 15 minutos 
a 4ºC. Finalmente, los niveles de proteína se midieron utilizando el reactivo Bradford 
(Bio-Rad) (11). 
 Para los análisis por WB, estos extractos se hirvieron 5 minutos con buffer de 
Laemmli. Las proteínas (20-40 μg) se separaron con geles de electroforesis al 8-15% 
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SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE). La cantidad relativa de cada proteína se determinó con 
los anticuerpos policlonales o monoclonales descritos en la Tabla IV. Tras la incubación 
con los correspondientes anticuerpos secundarios (anti-rabbit, anti-goat o anti-mouse 
horseradish peroxidase conjugated secondary antibody; Santa Cruz), las membranas se 
revelaron con el protocolo ECL (quimioluminiscencia) (GE Healthcare Life Sciences, 
Pittsburgh, PA, EEUU). Las densidades de las bandas se normalizaron frente a GAPDH. 
Las membranas se revelaron con películas (Medical X-Ray Film Blue; Agfa-Gevaert, 
Mortsel, Belgium) o con un analizador de imagen luminiscente (LAS 500, GE). Se 
utilizaron diferentes tiempos de exposición para cada membrana, para asegurar la 
linealidad de la intensidad de las bandas. El análisis densitométrico se realizó con el 
programa ImageJ, y se expresó en unidades arbitrarias. 
 
Tabla IV: Lista de anticuerpos primarios utilizados para análisis por WB, 
Inmunofluorescencia o Inmunohistoquímica fluorescente.  
Detecta Casa Comercial Referencia 
α-SMA Sigma-Aldrich A5228 
COL1A1 Calbiochem 234167 
GAPDH Ambion AM4300 
pSMAD2/3 Santa Cruz Biotechnology sc11769 
SMAD2/3 Santa Cruz Biotechnology sc6033 
PCNA Santa Cruz Biotechnology sc56 
Ki67 Abcam ab15580 
Caspasa 3 clibada Cell Signaling 9661 
BAX Cell Signaling 2772 
p-ERK Cell Signaling 4370 
ERK Cell Signaling 9102 
Bcl-xL Cell Signaling 2762 
BMP2 Abcam ab6285 
E-Cadherina BD Biosciences 610181 
Mcl-1 Santa Cruz Biotechnology sc-819 
COX-2 Cayman Chemical 160107 
COX-2 Cayman Chemical 160112 
Vimentina Abcam ab8978 
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Desmina Abcam ab8592 
p-AKT Cell Signaling 13038 
AKT Cell Signaling 9272 
p-p38 Cell Signaling 9211 
p38 Cell Signaling 9212 
p-IKBα Cell Signaling 2859 
IKBα Santa Cruz Biotechnology sc-4094 
NF-κB (p65) Cell Signaling 8242 
Lamina B Santa Cruz Biotechnology sc-6217 
 
3.21. Análisis de datos. 
 
 Los datos se expresan como la media ± error estándar (E.E.) de al menos tres 
experimentos independientes. La significancia estadística se estimó utilizando el test de 
la t de Student (2 colas), para evaluar las diferencias entre las células o ratones tratados o 
no, dentro de un solo genotipo y entre genotipos. El análisis se realizó con los programas 
Excel y GraphPad Prism 5. Se consideró una P < 0.05 como estadísticamente 
significativa. 
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4.1. Análisis de la contribución de PGE2 dependiente de COX-2 al desarrollo de la 
EHNA y fibrosis hepática en modelos murinos. Vías de señalización y mecanismos 
moleculares implicados. 
 
 El primer objetivo consistió en analizar el papel de COX-2 en la progresión de la 
patogénesis de la EHNA y la fibrosis hepática. Para llevarlo a cabo, se ha utilizado un 
modelo de ratón transgénico con un fondo genético C57BL6JxDBA, portador del gen 
COX-2 de origen humano en el hepatocito, bajo el control del promotor de ApoE humano 
y su región HCR. A estos animales se les trató con una dieta MCD durante 2 o 4 sem. 
(modelo para inducir EHNA) o con una dosis i.p. de 1.6 ml/kg de CCl4 dos veces por 
sem. durante 9 sem. (modelo para inducir fibrosis hepática). Al finalizar los diferentes 
tratamientos, se extrajeron los hígados o se aislaron los diferentes tipos celulares 
hepáticos de estos animales para su posterior análisis, determinando las diferencias 
existentes entre los ratones Wt y hCOX-2-Tg. Como resultado, se ha observado que PGE2 
dependiente de COX-2 presenta un papel protector frente al desarrollo de la EHNA y la 
fibrosis hepática en modelos murinos. 
 A continuación, se muestran más detalladamente los resultados obtenidos en este 
primer objetivo del trabajo. 
 
4.1.1. La expresión constitutiva de COX-2 en el hepatocito protege a los ratones 
frente a la esteatohepatitis inducida por una dieta MCD. 
 
 La mayoría de los modelos murinos de esteatohepatitis no pueden simular todas 
las características de la EHNA en humanos. En este trabajo, se ha utilizado un modelo de 
dieta MCD capaz de reproducir las principales características histológicas de la 
esteatohepatitis observadas en la EHNA en humanos, con una rápida aparición de 
esteatosis, inflamación, estrés oxidativo y apoptosis, que conducen al daño hepático (69). 
Sin embargo, el perfil metabólico de los animales tratados con esta dieta no se 
correlaciona con el observado en humanos con EHNA, ya que carece de algunas de las 
características típicas que presentan en esta enfermedad, como la obesidad y la RI (Tabla 
V). 
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Tabla V. Características bioquímicas y metabólicas de los ratones hCOX-2-Tg tras una 
dieta MCD. 
 RCD MCD 2sem. MCD 4sem. 
 Wt hCOX-2-Tg Wt hCOX-2-Tg Wt hCOX-2-Tg 
 Hígado/P.C.  0.036±0.001 0.038±0.002 0.035±0.004 0.035±0.001 0.039±0.002 0.040±0.001 
 Glucosa en sangre 
 (mg/dL) 
183.0±1.4 174.5±3.5 116.8±4.3* 110.5±13.2* 123.8±8.5* 111.2±2.5* 
 TGs (mg/dL) 22.8±0.6 23.0±6.9 18.16±2.6* 18.41±0.48* 14.32±1.80* 11.25±1.21* 
 Colesterol (mg/dL) 94.1±4.7 90.7±4.7 80.5±3.0* 75.6±2.4* 67.1±3.1* 71.1±2.2* 
 HDL (%) 100.0±10.8 92.7±11.4 70.8±10.1* 69.1±2.4* 38.8±15.7* 34.8±5.1* 
 
Tabla V. Datos de la proporción del hígado/peso corporal (P.C.) y los niveles plasmáticos de 
glucosa, TGs, colesterol y HDL de los ratones Wt y hCOX-2-Tg, tratados con una dieta normal 
RCD o MCD durante 2 y 4 sem. Los datos se representan como la media + E.E. (n=4-6 ratones 
por grupo). * P <0.05 vs. Wt RCD o hCOX-2-Tg RCD. 
 
En primer lugar, después de tratar a los animales con una dieta RCD o MCD, se 
analizó la expresión de COX-2 humana (hCOX-2) en extractos de hígado de los ratones 
Wt y hCOX-2-Tg (Figura 7A). Los niveles de la proteína hCOX-2 solo se detectaron en 
los ratones hCOX-2-Tg, en niveles comparables a los fisiológicos observados durante la 
regeneración hepática tras realizar una hepatectomía parcial (19, 107). También se 
midieron los niveles intrahepáticos de PGE2, uno de los metabolitos principales derivados 
de la activación de COX-2 (Figura 7B). Al igual que en COX-2, los niveles de PGE2 
detectados fueron mucho más elevados (en torno a 3 veces más) en los ratones hCOX-2-
Tg. Con esto se puede confirmar que hCOX-2 se expresa constitutivamente en el hígado 
de los ratones hCOX-2-Tg. Por otro lado, se puede apreciar que en los animales Wt 
tratados con la dieta MCD existe una clara tendencia a aumentar los niveles hepáticos de 
PGE2.  
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Figura 7. hCOX-2 se expresa constitutivamente en el hígado de los ratones hCOX-2-Tg. Se 
trató a los ratones Wt y hCOX-2-Tg con una dieta RCD o MCD durante 2 y 4 sem. (A) WB 
representativo de los niveles de hCOX-2 en extracto total del hígado de estos ratones. Se ha 
utilizado GAPDH como control de carga. (B) Medida de los niveles de PGE2 en extractos de 
hígado de estos ratones. Los datos se representan como la media + E.E. (n=5-6 ratones por grupo). 
* P <0.05 vs. Wt RCD; # P <0.05 vs. Wt MCD. 
 
Al analizar la evolución del peso corporal de estos animales, se observó que tan 
solo con 2 semanas de administración de la dieta MCD, tanto los ratones Wt como los 
hCOX-2-Tg presentaban una pérdida de más del 30% de su peso. Las diferencias de peso 
entre los grupos RCD y MCD en los dos genotipos no pueden atribuirse a la cantidad de 
comida ingerida. A pesar de no observar diferencias significativas durante las dos 
primeras semanas, a las cuatro semanas de tratamiento la pérdida de peso resultó ser 
significativamente menor en los ratones hCOX-2-Tg respecto a los Wt (Figura 8A). Al 
evaluar el daño hepático, se observó que la administración de la dieta MCD provocó un 
aumento de los niveles plasmáticos de la actividad de ALT, siendo éstos 
significativamente menores en los ratones hCOX-2-Tg (Figura 8B).  
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Figura 8. Los ratones hCOX-2-Tg se encuentran protegidos frente al daño hepático inducido 
por una dieta MCD. Se trató a los ratones Wt y hCOX-2-Tg con una dieta RCD o MCD durante 
2 y 4 sem. (A) P.C. de estos animales representado en porcentaje (el P.C. basal es el 100%). (B) 
Niveles plasmáticos de actividad de ALT en los ratones Wt y hCOX-2-Tg tras la dieta MCD. 
Valores expresados en unidades internacionales por litro (U/l). Los datos se representan como la 
media + E.E. (n=5-6 ratones por grupo). * P <0.05 vs. Wt RCD; # P <0.05 vs. Wt MCD. 
 
 
Para comprobar si existe una correlación entre estos niveles de ALT y el daño 
histológico, se realizaron tinciones de varias secciones del hígado con H&E y MTC 
(Figura 9A). Estas tinciones fueron evaluadas por un patólogo experimentado. Los 
resultados indicaron que con la dieta MCD se induce un aumento en el grado de esteatosis 
(que se puede observar claramente como una acumulación hepática de lípidos en la Figura 
9A), inflamación y “ballooning” tanto en los ratones Wt como en los hCOX-2-Tg, siendo 
en estos últimos significativamente menor a las 4 sem. de tratamiento (Figura 9B, C, D). 
En consecuencia, el índice de actividad EHGNA, también resultó ser significativamente 
menor (Figura 9E). Este valor se calcula en base al conjunto de los grados de esteatosis, 
inflamación lobular y “ballooning” que presentan los animales, según el sistema de 
evaluación histológica para modelos animales validado por Liang et al. (93). Sin 
embargo, la tinción de las fibras de colágeno con MTC fue negativa. Es muy probable 
que esto se deba a que un tratamiento de 4 sem. no es suficiente para que los animales 
desarrollen fibrosis, ya que en otros trabajos se ha observado que la dieta MCD produce 
fibrosis tras 8-10 sem. de ingestión (69). 
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Figura 9. Los ratones hCOX-2-Tg se encuentran protegidos frente a la esteatosis, inflamación 
y “ballooning” causados por una dieta MCD. (A) Imágenes representativas de tinciones con 
H&E y MTC realizadas en varias secciones de los hígados de ratones Wt y hCOX-2-Tg, tratados 
con una dieta RCD o MCD durante 2 y 4 sem. (B) Cuantificación del grado de esteatosis, (C) 
inflamación, (D) “ballooning” e (E) índice de actividad EHGNA. Los datos se representan como 
la media + E.E. (n=5-6 ratones por grupo). # P <0.05 vs. Wt MCD 4 sem. 
 
De forma adicional, tras someter a los ratones a una dieta MCD durante 4 sem., 
se les proporcionó una dieta RCD durante 5 días más. Como resultado se apreció una 
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recuperación en todos los aspectos (P.C., niveles ALT e índice de actividad EHGNA), 
tanto en los ratones Wt como en los hCOX-2-Tg. Esta recuperación fue mucho más 
evidente en los animales hCOX-2-Tg, reflejada en un mayor aumento en el P.C. y en 
menores niveles tanto de ALT, como del índice de actividad EHGNA, comparado con los 
ratones Wt (Figura 10A, B, C, D). Todo esto indica que la expresión de COX-2 en el 
hepatocito no solo protege frente al daño hepático y la esteatosis producidos por una dieta 
MCD, sino que, además, acelera la recuperación tras la misma. 
 
Figura 10. Los ratones hCOX-2-Tg tratados con MCD se recuperan mejor que los Wt tras 
ingerir de nuevo una dieta RCD. En el modelo R, se trató a los animales Wt y hCOX-2-Tg con 
una dieta MCD durante 4 sem., tras lo cual, se les trató con una dieta RCD durante 5 días. (A) 
P.C. de los ratones Wt y hCOX-2-Tg representado en porcentaje (el P.C. basal es el 100%). (B) 
Niveles plasmáticos de actividad de ALT en los ratones Wt y hCOX-2-Tg. Valores expresados 
en unidades internacionales por litro (U/l). (C) Imágenes representativas de tinciones con H&E y 
MTC realizadas en varias secciones del hígado de ratones Wt y hCOX-2-Tg. (D) Cuantificación 
del índice de actividad EHGNA. Los datos se representan como la media + E.E. (n=6 ratones por 
grupo). * P <0.05 vs. Wt MCD; # P <0.05 vs. Wt MCD+R. 
 
Está demostrado que en el modelo de dieta MCD, la aparición de la esteatosis 
hepática y el aumento de los niveles plasmáticos de ALT van seguidos de un aumento de 
la inflamación (106). En la Figura 9C se puede ver el incremento de la inflamación tras 
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la dieta MCD, siendo este menor en los ratones hCOX-2-Tg tras 4 sem. de tratamiento. 
Debido a esto se analizó el perfil inflamatorio en mayor profundidad. Para ello, se 
midieron los niveles plasmáticos de IL-1β, IL-6, TNF-α (citoquinas pro-inflamatorias) y 
MCP-1 (proteína quimioatrayente de monocitos-1, principal ligando que media la 
infiltración y reclutamiento de macrófagos en el hígado, junto a su receptor CCR2 
(receptor de quimioquina C-C 2)) (Figura 11A) en los animales sometidos a una dieta 
MCD durante 2 y 4 sem. Se observó que los niveles de estas citoquinas aumentan, sobre 
todo a las cuatro sem. Además, el incremento en los ratones Wt es significativamente 
mayor frente al observado en los ratones hCOX-2-Tg. MCP-1 tiene un papel importante 
en el reclutamiento de macrófagos. Para analizar con más detalle el reclutamiento e 
infiltración de estas células en el proceso de inflamación, se aislaron las NPCs de los 
ratones alimentados con una dieta MCD durante cuatro sem. para su análisis por 
citometría de flujo. En primer lugar, se analizaron los niveles de células CD45+ (marcador 
de leucocitos). Tras la dieta MCD, los niveles de células marcadas con CD45+ fueron 5 
veces mayores en el hígado de los ratones Wt y 3 veces en los hCOX-2-Tg, al compararlos 
con los animales alimentados con una dieta RCD (Figura 11B). Dentro de esta fracción, 
se analizó el número existente de células F4/80+ CD11b+ (marcador de macrófagos, 
células responsables de la liberación de citoquinas pro-inflamatorias). El número de 
células fue significativamente mayor en el hígado de los ratones Wt con MCD, respecto 
a los tratados con una dieta RCD. Sin embargo, en los animales hCOX-2-Tg apenas se 
apreció un aumento (Figura 11C). Para comprobar el nivel de infiltración de estos 
macrófagos en el hígado (asociado a MCP-1), se analizó la expresión del receptor CCR2 
en estas células (Figura 11D). De la misma forma, tras una dieta MCD, el número de 
células CCR2+ fue significativamente mayor en los Wt al compararlos con los hCOX-2-
Tg. También se analizaron los niveles de células Ly6C+ CCR2+, para determinar el 
número de monocitos inflamatorios circulantes (Figura 11E). El resultado permitió 
confirmar que el número de macrófagos infiltrados y la inflamación derivada de los 
mismos, es mayor en los ratones Wt que en los hCOX-2-Tg, tratados con dieta MCD. A 
su vez, esto se corresponde con lo observado al analizar la expresión de los genes 
inflamatorios IL-1β, IL-6 y TNF-α en el hígado entero (Figura 11F) y en las células de 
Kupffer (Figura 11G) en los animales tratados con la dieta MCD. En conjunto, todos estos 
resultados indican que la expresión constitutiva de COX-2 es capaz de atenuar la 
infiltración de macrófagos y la respuesta inflamatoria inducida por una dieta MCD. 
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Figura 11. Análisis de citoquinas pro-inflamatorias e infiltración de macrófagos hepáticos en 
los ratones Wt y hCOX-2-Tg tras una dieta MCD. (A) Niveles plasmáticos de IL-1β, IL-6, TNF-
α y MCP-1, representados en porcentaje (siendo Wt o Tg RCD el 100%). (B, C, D, E) Aislamiento 
de NPCs del hígado de ratones Wt y hCOX-2-Tg. (B) Análisis de las células CD45+. (C) 
Porcentaje de células F4/80+ CD11b+ presentes en la fracción de células CD45+ de (B). (D) 
Porcentaje de células CCR2+ presentes en la fracción de células F4/80+ CD11b+, y (E) CD11b+ 
Ly6C+. Los datos se representan como la media + E.E. (n=5-6 ratones por grupo). * P <0.05 vs. 
Wt RCD; # P <0.05 vs. Wt MCD. Expresión del ARNm de marcadores pro-inflamatorios (IL-1β, 
IL-6 y TNF-α) en el hígado (F) y células de Kupffer (G), de los ratones Wt y hCOX-2-Tg tratados 
con una dieta MCD durante 4 sem., analizados por RT-PCR. Los valores se han normalizado 
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frente al ARNm de 36b4, y se han expresado como FI frente al Wt o Tg RCD. Los datos se 
representan como la media + E.E. (n=4 ratones por grupo). # P <0.05 vs. Wt MCD. 
 
Finalmente, se analizaron los niveles de apoptosis y de estrés oxidativo en los 
animales tratados con dieta MCD, ya que también son procesos característicos de la 
EHNA. En trabajos previos del grupo, se observó que el proceso de apoptosis en el 
hepatocito se encuentra incrementado en pacientes con EHNA (56), y que COX-2 
presenta un papel protector frente a la apoptosis hepática inducida por hiperglicemia en 
ratones diabéticos (45). Se midieron la actividad de las caspasas-3 y 8 y los niveles de 
proteínas pro- y anti-apoptóticas en el hígado de los ratones alimentados con una dieta 
MCD, para analizar con más detalle el efecto protector de COX-2. El aumento de la 
actividad de las caspasas solo se aprecia en los ratones Wt tratados con la dieta durante 4 
sem. (Figura 12A). Ocurrió lo mismo con el incremento en la relación Bax/Bcl-xL. Por 
el contrario, en el hígado de los ratones hCOX-2-Tg se observó un aumento de la proteína 
Mcl-1 (anti-apoptótica), reflejando que estos animales se encuentran protegidos frente a 
la apoptosis (Figura 12B).  
 
Figura 12. La expresión de COX-2 presenta un papel protector frente a la apoptosis. (A) 
Medida de la actividad de las caspasas-3 y 8 en el hígado de los ratones Wt y hCOX-2-Tg tratados 
con una dieta RCD y MCD durante 4 sem. Valores expresados en unidades arbitrarias (U.A.) (B) 
WB representativo que muestra los niveles de BAX, BCL-xL y Mcl-1, en el hígado de estos 
animales. Se ha representado la relación BAX/BCL-xL, y GAPDH se ha utilizado como control 
de carga. Los datos se representan como la media + E.E. (n=4-5 ratones por grupo). * P <0.05 vs. 
Wt RCD; # P <0.05 vs. Wt MCD.  
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Respecto al estrés oxidativo, se analizó el grado de LPO, basado en la reacción 
del TBA con MDA (producto de la peroxidación lipídica) y la relación de GSSG frente a 
GSHt (marcador de estado redox intracelular). Se observó que con la dieta MCD, se 
incrementaron los niveles de LPO, siendo este aumento significativamente mayor en los 
ratones Wt respecto a los hCOX-2-Tg. Además, la relación GSSG/GSHt solo se 
incrementó de forma significativa en los ratones Wt con MCD (Figura 13A). Esto indica 
que en los ratones Wt existe un estrés oxidativo más acentuado. Por otro lado, se conoce 
que los productos derivados del estrés oxidativo pueden mediar la infiltración de células 
inflamatorias mediante la activación de la vía de NF-κB, además de que se ha comprobado 
que esta vía se encuentra activada en el modelo de esteatohepatitis inducida por una dieta 
MCD (87). Por tanto, se evaluó si esta vía participaba en la regulación de la inflamación 
en el modelo de ratón hCOX-2-Tg. Para ello, se midieron los niveles nucleares de NF-κB 
y los citoplasmáticos de IκBα fosforilada en extractos del hígado de los diferentes grupos 
experimentales (Figura 13B). Se observó un aumento significativo tras la dieta solo en 
los ratones Wt, indicando que la activación de la vía de NF-κB tras el tratamiento con 
MCD se encuentra atenuada en los hCOX-2-Tg. En conjunto, estos resultados indican 
que la expresión de COX-2 en el hepatocito presenta un papel protector frente al estrés 
oxidativo y la inflamación derivada del mismo, ambos inducidos por una dieta MCD. 
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Figura 13. La expresión de COX-2 presenta un papel protector frente al estrés oxidativo. (A) 
Medida de los niveles de LPO, y el contenido de GSSG frente al GSHt, en el hígado de los ratones 
Wt y hCOX-2-Tg tratados con una dieta RCD y MCD durante 4 sem. (B) WB representativo que 
muestra los niveles de p65 nuclear y p-IKBα citosólica, en el hígado de estos animales. Se ha 
representado la relación de p-IKBα/IKBα total, y Lamina B se ha utilizado como control de carga 
en la fracción nuclear. Los datos se representan como la media + E.E. (n=4-5 ratones por grupo). 
* P <0.05 vs. Wt RCD; # P <0.05 vs. Wt MCD.  
 
4.1.2. La expresión de PGE2 dependiente de COX-2 protege a los hepatocitos 
aislados frente a la apoptosis y el estrés oxidativo inducidos por TGF-β1. 
 
 Respecto a la función hepato-protectora de COX-2 frente a la apoptosis y el estrés 
oxidativo observado en los animales tratados con una dieta MCD, se examinó su papel 
específico en el hepatocito. Para ello, se aislaron hepatocitos del hígado de los ratones Wt 
y hCOX-2-Tg, y se trataron con PGE2 5 µM, TGF-β1 2 ng/ml y DFU 5 µM durante 16 
horas/TN. Se analizó la vía de señalización de TGF-β1, ya que en otros trabajos se ha 
visto que TGF-β1 participa en el desarrollo de la esteatohepatitis regulando la apoptosis 
del hepatocito a través de la activación de la vía de señalización de SMAD 2/3 (168). Los 
resultados obtenidos indican que TGF-β1 induce la apoptosis en los hepatocitos aislados 
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de los ratones Wt, mediante un aumento de la actividad de la caspasa-3 y de la relación 
Bax/Bcl-xL, mientras que dicho efecto se encuentra atenuado en los ratones hCOX-2-Tg 
(Figura 14A, B, C). Por otra parte, al co-tratar a los hepatocitos aislados de los ratones 
Wt con TGF-β1 y PGE2 se observó una disminución de la apoptosis, mientras que al tratar 
a los hepatocitos de los ratones hCOX-2-Tg con TGF-β1 y DFU, la apoptosis aumentó. 
Para determinar la existencia de estrés oxidativo, se midieron los niveles de especies 
oxidantes utilizando un ensayo con la sonda DCFH. Los resultados obtenidos coinciden 
con los observados en lo que respecta a la apoptosis, ya que la fluorescencia derivada de 
DCFH se incrementó únicamente en los hepatocitos de los ratones Wt tratados con TGF-
β1. Este efecto fue revertido por el co-tratamiento con PGE2, y además, en los hepatocitos 
de los ratones hCOX-2-Tg, DFU aumentó los niveles de fluorescencia en presencia de 
TGF-β1, reflejando la especificidad del efecto derivado de COX-2 (Figura 14D).  
 
Figura 14. La expresión de PGE2 protege a los hepatocitos aislados frente a la apoptosis y el 
estrés oxidativo inducidos por TGF-β1. (A) Medida de la actividad de la caspasa-3 en los 
hepatocitos aislados de los ratones Wt y hCOX-2-Tg, tratados con PGE2 5 µM, TGF-β1 2 ng/ml 
y DFU 5 µM 16 horas/TN. Valores expresados en U.A. (B) WB representativo que muestra los 
niveles de hCOX-2, BAX y BCL-xL en hepatocitos aislados de estos animales. (C) Se ha 
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representado la relación de BAX/BCL-xL, utilizando GAPDH como control de carga. (D) Estado 
redox estimado por la fluorescencia derivada de DCFH en hepatocitos aislados de Wt y hCOX-
2-Tg. Los datos se representan como la media + E.E. de tres experimentos independientes. * P 
<0.05 vs. Wt control; # P <0.05 vs. Wt TGF-β1.  
 
En este mismo sentido, en la Tabla VI se indican los niveles de expresión de 
ARNm de varios genes que codifican para proteínas anti-oxidantes (Catalasa (Cat), 
Superóxido dismutasa (Sod1, Sod2) y Glutatión reductasa (Gsr)). El aumento observado 
en los hepatocitos de los ratones hCOX-2-Tg frente a los Wt sugiere que estos genes 
median el efecto protector ejercido por PGE2 frente al estrés oxidativo. Sin embargo, es 
interesante señalar que el tratamiento con TGF-β1 aumenta su expresión sólo en los 
hepatocitos de los ratones hCOX-2-Tg. Esto indica que PGE2 aumenta los niveles de estos 
genes anti-oxidantes como una respuesta protectora frente al daño inducido por TGF-β1 
en los ratones hCOX-2-Tg. El co-tratamiento con TGF-β1 y DFU disminuyó los niveles 
de expresión de estos genes, apoyando la hipótesis propuesta. Todos estos resultados 
indican que PGE2 derivada de la expresión constitutiva de COX-2 presenta un papel 
protector en la regulación de la apoptosis y del estrés oxidativo inducidos por TGF-β1 en 
el hepatocito.  
 
Tabla VI. Expresión del ARNm de genes anti-oxidantes en hepatocitos aislados 
procedentes de los ratones Wt y hCOX-2-Tg.  
 Wt hCOX-2-Tg 
 Control TGF- TGF-+PGE2 Control TGF- TGF-+DFU 
Cat 1.00±0.07 0.39±0.01* 0.59±0.16 0.97±0.45 2.50±1.01*# 1.56±0.12# 
Sod1 1.00±0.16 1.04±0.25 0.94±0.02 1.44±0.17 1.30±0.07 1.31±0.09 
Sod2 1.00±0.37 1.13±0.55 0.85±0.14 2.31±0.85* 4.63±2.57*# 2.28±0.54 
Gsr 1.00±0.09 0.58±0.04* 0,79±0.06 1.52±0.49 2.36±0.66*# 1.84±0.37# 
 
Tabla VI. Expresión del ARNm de Cat, Sod1, Sod2 y Gsr, en hepatocitos aislados de ratones Wt 
y hCOX-2-Tg, analizados por RT-PCR. Los valores se han normalizado frente al ARNm de 36b4, 
y se han expresado como FI frente al Wt control. Los datos se representan como la media + E.E. 
de tres experimentos independientes. * P <0.05 vs. Wt control; # P <0.05 vs. Wt TGF-β1. 
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4.1.3. La expresión constitutiva de COX-2 en el hepatocito protege frente a la fibrosis 
inducida por CCl4, mediante la inhibición de la activación de las HSC tanto in vivo 
como in vitro. 
 
 Tras estudiar el efecto de COX-2 en la EHNA, se analizó su papel en el desarrollo 
de la fibrosis hepática. Para ello se trataron a los animales Wt y hCOX-2-Tg con Oil o 
CCl4 durante 9 sem. En primer lugar, y de igual forma que en el modelo de dieta MCD, 
se analizaron los niveles de la proteína hCOX-2 (Figura 17A) y los niveles intrahepáticos 
de PGE2 (Figura 16A), confirmando de nuevo que hCOX-2 se expresa constitutivamente 
en el hígado de los ratones hCOX-2-Tg. Tras esto, se realizaron tinciones de varias 
secciones del hígado de estos animales con H&E, MTC y Rojo Sirio, que fueron 
evaluadas por un patólogo experimentado para determinar el grado de fibrosis. Los 
resultados obtenidos indican que tras el tratamiento con CCl4, el grado de fibrosis es 
significativamente menor en los ratones hCOX-2-Tg respecto a los Wt (Figura 15A, B). 
Este efecto se correlaciona con niveles plasmáticos de actividad de ALT más bajos en los 
ratones hCOX-2-Tg (Figura 16B).  
 
Figura 15. Los ratones hCOX-2-Tg presentan un menor grado de fibrosis hepática. (A) 
Imágenes representativas de tinciones con H&E, MTC y Rojo Sirio realizadas en varias secciones 
de los hígados de ratones Wt y hCOX-2-Tg, tratados con Oil o CCl4 durante 9 sem. (B) 
Cuantificación del grado de fibrosis y el área de colágeno. Los datos se representan como la media 
+ E.E. (n=6-8 ratones por grupo). # P <0.05 vs. Wt CCl4. 
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Figura 16. (A) Medida de los niveles de PGE2 en extractos de hígado de los ratones Wt y hCOX-
2-Tg tratados con CCl4 durante 9 sem. (B) Niveles plasmáticos de actividad de ALT en estos 
ratones. Valores expresados en unidades internacionales por litro (U/l). Los datos se representan 
como la media + E.E. (n=3-4 (A); o 12-23 (B) ratones por grupo). * P <0.05 vs. Wt Oil. # P <0.05 
vs. Wt CCl4. 
 
Tras esto, se analizaron por WB los niveles de expresión de diversos marcadores 
pro-fibróticos en el hígado (Figura 17A, B, C, D). Se observó un aumento significativo 
en los niveles de SMAD 2/3 fosforilada en los ratones Wt CCl4 respecto a los ratones 
hCOX-2-Tg, lo que indica una menor activación de la señalización por TGF-β1 en los 
ratones hCOX-2-Tg (Figura 17A, B). En línea con esto, tanto los niveles de COL1A1, 
como el contenido de hidroxiprolina hepática, fueron menores en los hígados de los 
ratones hCOX-2-Tg tratados con CCl4 (Figura 17A, C). Asimismo, se observaron 
menores niveles de expresión del resto de marcadores pro-fibróticos analizados (desmina, 
α-SMA y vimentina) en los ratones hCOX-2-Tg tratados con CCl4, frente a los ratones 
Wt (Figura 17A, D). 
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Figura 17. La expresión de COX-2 atenúa los niveles de marcadores pro-fibróticos en el 
hígado. (A) WB representativo que muestra los niveles de hCOX-2, pSMAD 2/3, SMAD 2/3, 
COL1A1, Desmina, α-SMA y Vimentina en los hígados de ratones Wt y hCOX-2-Tg, tratados 
con CCl4 durante 9 sem. Para el análisis de la densitometría (B, C, D), se ha utilizado GAPDH 
como control de carga. El contenido en hidroxiprolina (C) se expresa en porcentaje (siendo Wt 
Oil el 100%). Los datos se representan como la media + E.E. (n=6-8 ratones por grupo). * P <0.05 
vs. Wt Oil; # P <0.05 vs. Wt CCl4. 
 
 La idea de un posible efecto anti-fibrótico de COX-2, se vio reforzada por los 
resultados obtenidos al analizar los niveles del ARNm en el hígado de los ratones Wt y 
hCOX-2-Tg tratados con CCl4 (Figura 18). Los niveles de expresión de desmina, α-Sma 
y Col1a1 fueron significativamente menores en los ratones hCOX-2-Tg frente a los 
ratones Wt, tras un tratamiento con CCl4. Ocurrió lo mismo al analizar los niveles de 
Pdgf-A y B (alfa o beta) y sus receptores (Pdgfr), factores que cumplen un papel 
importante en la inducción de la fibrosis hepática (8). Aunque no se observaron 
diferencias significativas en los niveles de Pdgf-A, en los hígados de los ratones hCOX-
2-Tg tratados con CCl4 los niveles de Pdgf-B y su receptor resultaron ser 
significativamente menores que en los ratones Wt. Finalmente, el análisis de Hgf (factor 
de crecimiento de los hepatocitos, conocido por presentar un papel hepato-protector) 
indicó que su expresión está aumentada en los ratones hCOX-2-Tg. En conjunto, todos 
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estos resultados indican que COX-2 atenúa la inducción de diversos marcadores pro-
fibróticos, mostrando un papel protector frente a la fibrosis hepática inducida por CCl4. 
 
Figura 18. La expresión de COX-2 en el hepatocito atenúa los niveles de ARNm de marcadores 
pro-fibróticos tras un tratamiento con CCl4. Expresión del ARNm de Desmina, Col1a1, α-Sma, 
Hgf, Pdgfr-A, Pdgfr-B, Pdgf-A y Pdgf-B en el hígado de los ratones Wt y hCOX-2-Tg tratados 
con CCl4 durante 9 sem., analizados por RT-PCR. Los valores se han normalizado frente al 
ARNm de 36b4, y se han expresado como FI frente al Wt Oil (solo representados los valores de 
los tratados con CCl4). Los datos se representan como la media + E.E. (n=4-5 ratones por grupo). 
# P <0.05 vs. Wt CCl4. 
 
 A continuación, se analizó en mayor profundidad el mecanismo por el que COX-
2 protege frente a la fibrosis hepática inducida por CCl4. Puesto que la expresión de 
hCOX-2 solo se detectó en los hepatocitos aislados, y no en las HSC (Figura 19A), el 
estudio se centró en analizar el papel de PGE2 dependiente de COX-2 producida por los 
hepatocitos en la activación de las HSC en los animales Wt y hCOX-2-Tg. En primer 
lugar, se midieron los niveles de expresión del ARNm de Col1a1 y α-Sma en las HSC 
aisladas del hígado de los ratones Wt y hCOX-2-Tg. Se observó que, tras el tratamiento 
con CCl4, el incremento de ambos genes es mucho mayor en los ratones Wt comparado 
con lo observado en los ratones hCOX-2-Tg (Figura 19B). Lo mismo se observó al 
analizar los niveles de α-SMA mediante WB (Figura 20). Esto indica que la expresión de 
COX-2 en el hepatocito previene la activación de las HSC in vivo. 
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Figura 19. La expresión de COX-2 en el hepatocito previene la activación de las HSC in vivo. 
(A) Microfotografía de las HSC tras 3 días en cultivo, aisladas de los ratones Wt y hCOX-2-Tg, 
tratados con Oil o CCl4 durante 9 sem. (izqda.). WB representativo de los niveles de hCOX-2 en 
los hepatocitos y HSC aislados de estos animales. Se ha utilizado GAPDH como control de carga 
(dcha.). (B) Expresión del ARNm de Col1a1 y α-Sma en las HSC aisladas de los ratones Wt y 
hCOX-2-Tg tratados con CCl4, analizados por RT-PCR. Los valores se han normalizado frente al 
ARNm de 36b4, y se han expresado como FI frente al Wt Oil. Los datos se representan como la 
media + E.E. (n=10-12 ratones por grupo). * P <0.05 vs. Wt Oil; # P <0.05 vs. Wt CCl4. 
 
Figura 20. WB representativo de los niveles de α-SMA en las HSC aisladas de los ratones Wt y 
hCOX-2-Tg tratados con CCl4 durante 9 sem. Para el análisis de la densitometría, los valores se 
han representado frente al valor del Wt Oil, y se ha utilizado GAPDH como control de carga. Los 
datos se representan como la media + E.E. de tres experimentos independientes. * P <0.05 vs. Wt 
Oil. # P <0.05 vs. Wt CCl4. 
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 En segundo lugar, se analizó el papel de PGE2 en la activación de las HSC in vitro. 
Para ello se utilizó una línea de células esteladas humanas (LX-2) a las que se trató con 
PGE2 5 µM TN y/o con TGF-β1 2 ng/ml durante 6 horas. Se analizaron los niveles de las 
proteínas de COL1A1 y α-SMA en estas células. En la Figura 21A se observa que el 
aumento en la expresión de COL1A1 y α-SMA debido al estímulo con TGF-β1 se revierte 
tras el tratamiento con PGE2, lo que indica un efecto anti-fibrótico de la misma, 
previniendo que se induzca la activación de la línea celular LX-2 in vitro. Finalmente, se 
trataron las células LX-2 con PGE2 5 µM y diversos inhibidores farmacológicos durante 
12 horas, para determinar qué vías de señalización podrían estar implicadas en el efecto 
que ejerce COX-2 sobre la expresión de α-SMA. Se utilizaron inhibidores de PI3K 
(LY294002), PKC (Gö6983), PKA (4-ciano-3-metil-isoquinolina, CMI), p38 
(BRIB796), MEK (Proteína quinasa quinasa activada por mitógenos)/ERK (PD98059), 
NF-κB (BAY11-7085) y antagonistas de los receptores EP2 y EP4. En la Figura 21B se 
observa que casi todos los inhibidores utilizados revierten la disminución inducida por la 
PGE2 en los niveles de α-SMA. Esto indica que el proceso de regulación es complejo, ya 
que implicaría la participación de múltiples vías de señalización. Por otro lado, al utilizar 
los antagonistas de los receptores de PGE2 (EP2 y EP4), también se observó una reversión 
de los niveles de α-SMA (Figura 21C), indicando que PGE2 podría ejercer su función 
anti-fibrótica a través de dichos receptores. 
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Figura 21. Papel de PGE2 en la activación de las HSC in vitro. (A) WB representativo que 
muestra los niveles de hCOX-2, COL1A1 y α-SMA en la línea celular LX-2, tratadas con PGE2 
5 µM TN y/o con TGF-β1 2 ng/ml durante 6 horas. Para el análisis de la densitometría, los valores 
se han representado frente al valor del control (Ctrl), y se ha utilizado GAPDH como control de 
carga. (B y C) WB representativos que muestran los niveles de hCOX-2, α-SMA, p-Akt, p-p38, 
p-ERK y p-IKBα en las células LX-2, tratadas con PGE2 5 µM y diferentes inhibidores 
farmacológicos (B) (20 µM LY294002, 1 µM Gö6983, 0.4 µM CMI, 0.5 µM BRIB796, 50 µM 
PD98059 y 10 µM BAY11-7085) o antagonistas de los receptores EP (C) (1 µM Ant. EP2 (TG4-
155) y 25 µM Ant. EP4 (GW627368X)) durante 12 horas. Se ha utilizado GAPDH como control 
de carga. Los datos se representan como la media + E.E. de tres experimentos independientes. * 
P <0.05 vs. control; # P <0.05 vs. TGF-β1.  
 
4.2. Análisis del patrón de expresión de miARNs hepáticos en las líneas transgénicas 
para COX-2, y su papel en el desarrollo y evolución de la fibrosis hepática. 
 
 Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con respecto a la fibrosis, se planteó 
como objetivo estudiar en mayor profundidad el mecanismo mediante el cual PGE2 
protege frente a la fibrosis hepática. En un trabajo previo del grupo se observó que COX-
2 es capaz de regular el procesamiento de miARNs implicados en la señalización hepática 
de la insulina (113). Por tanto, se analizó la participación de los miARNs y su relación 
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con PGE2 dependiente de COX-2 en la fibrosis. Tras realizar un análisis por microarray, 
se eligieron aquellos miARNs que se expresan de forma diferencial en las HSC de los 
ratones hCOX-2-Tg frente a los Wt, en un modelo de fibrosis hepática inducida con CCl4. 
Como resultado, se ha observado que PGE2 dependiente de COX-2 disminuye la fibrosis 
hepática en modelos murinos, mediante la regulación de miR-23a-5p y miR-28a-5p.  
 A continuación, se muestran más detalladamente los resultados obtenidos en este 
segundo objetivo del trabajo. 
 
4.2.1. La expresión constitutiva de COX-2 en el hepatocito inhibe la expresión de 
miR-23a-5p y miR-28a-5p en las HSC en un modelo de fibrosis hepática inducida 
por CCl4. 
 
 En la primera parte de este trabajo, se observó que COX-2 presenta un papel 
protector frente a la fibrosis, tanto en los ratones hCOX-2-Tg, como en las HSC aisladas 
de estos animales. Para analizar la implicación de los miARNs en este proceso, se realizó 
un array de miARNs en las HSC aisladas de los animales Wt y hCOX-2-Tg tras el 
tratamiento con CCl4. Como el CCl4 es el compuesto que induce la fibrosis en este 
modelo, se han comparado los resultados obtenidos en los ratones hCOX-2-Tg frente a 
los Wt en esta condición. El análisis del array reveló que la expresión de 11 miARNs 
disminuyó en los ratones hCOX-2-Tg, mientras que la expresión de miR-29a-3p aumentó 
(P < 0.05; corte (fold change) > 1.5) (Figura 22A). Posteriormente, se seleccionaron 4 
miARN. Se escogieron miR-29a-3p (anti-fibrótico) y miR-199a-3p (pro-fibrótico) como 
controles, debido a que su papel en la fibrosis hepática se conoce bien (132), y los dos 
miARN con una diferencia más significativa (miR-23a-5p y miR-28a-5p). Para 
determinar su papel en la fibrosis hepática, y validar los resultados obtenidos en el array, 
se analizó su expresión en HSC primarias aisladas de los ratones Wt y hCOX-2-Tg tras 
un tratamiento con CCl4, mediante RT-PCR (Figura 22B). Se observó una disminución 
de miR-23a-5p, miR-28a-5p y miR-199a-3p, y un aumento en miR-29a-3p en los ratones 
hCOX-2-Tg frente a los Wt. Esto indica que la expresión constitutiva de COX-2 en el 
hepatocito inhibe la expresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p en las HSC. De igual forma, 
los niveles de miR-23a-5p y miR-28a-5p en suero tienden a disminuir en los hCOX-2-Tg 
(Figura 22F). 
 De forma adicional, se analizó la expresión de estos miARNs en extractos de 
hígado, en hepatocitos y en células de Kupffer aislados de estos mismos animales tratados 
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con CCl4. No se detectaron cambios significativos en su expresión en las células de 
Kupffer (Figura 22D) y el hígado (Figura 22E) de estos ratones. Sin embargo, se observó 
un efecto contrario en la expresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p en los hepatocitos 
(Figura 22C), respecto a lo visto en las HSC.  
 
 
Figura 22. Expresión de miR-23a-5p, miR-28a-5p, miR-199a-3p y miR-29a-3p en los ratones 
Wt y hCOX-2-Tg. (A) Identificación de 16 miARNs que se expresan de forma diferencial en las 
HSC de los ratones Wt y hCOX-2-Tg tratados con Oil o CCl4 durante 9 sem., analizados mediante 
un array de RT-PCR. Los valores de los triplicados se han representado en un “heatmap” frente 
a su expresión en el ratón Wt, tras el tratamiento con Oil o CCl4. (B, C, D, E, F) Expresión de los 
miARNs elegidos en las HSC (B), hepatocitos (C), células de Kupffer (D), hígado total (E) y 
suero (F) aislados de los ratones Wt y hCOX-2-Tg, analizados mediante RT-PCR. Los valores se 
han normalizado frente a la media de la expresión del ARN de miR-191-5p, miR-103a-3p y 
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RNU5G (B, C, D, E), o de UniSp2 (F) y se han expresado como FI frente al valor del Wt CCl4. 
Los datos se representan como la media + E.E. de 14-18 (B); 5-7 (C); 4 (D, E, F) ratones por 
grupo. * P <0.05 vs. Wt CCl4. 
 
 Para confirmar estos resultados, se utilizó otro modelo murino para inducir 
fibrosis en los ratones Wt y hCOX-2-Tg. Se sometió a los animales a BDL o a un 
procedimiento quirúrgico similar sin ligar el conducto (controles, Sham), y tras 21 días 
se sacrificaron, extrayendo el hígado o aislando las HSC para su análisis. En primer lugar, 
se determinó el grado de fibrosis hepática. Para ello, se realizaron tinciones de varias 
secciones de los hígados de estos animales con H&E, MTC y Rojo Sirio, que fueron 
evaluadas por un patólogo experimentado (Figura 23A). El análisis histopatológico reveló 
que tras el procedimiento BDL, tanto los ratones Wt como los hCOX-2-Tg presentaron 
un elevado grado de fibrosis, aunque siendo éste significativamente menor en los ratones 
hCOX-2-Tg. También se midieron los niveles plasmáticos de actividad de ALT, AST y 
bilirrubina cuyo análisis apoya que el daño es menor en los ratones hCOX-2-Tg, frente a 
lo observado en los Wt (Figura 23B). Además, se analizaron los niveles de α-SMA y 
COL1A1 mediante inmunohistoquímica fluorescente en secciones de los hígados de estos 
animales. Ambas proteínas aumentaron mucho en los animales Wt sometidos a BDL, 
mientras que en los ratones hCOX-2-Tg, el aumento fue menor. (Figura 23D). Los 
resultados obtenidos en este segundo modelo indican que la expresión constitutiva de 
COX-2 en el hepatocito protege a los animales hCOX-2-Tg frente a la fibrosis hepática 
inducida por BDL.  
Posteriormente, se analizó la expresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p en las HSC 
aisladas de los animales Wt y hCOX-2-Tg sometidos a BDL. Al igual que en el modelo 
de CCl4, se observó una disminución de los niveles de estos miARNs en los ratones 
hCOX-2-Tg, frente a los Wt (Figura 23C). Todo esto apoya la hipótesis de que estos 
miARNs presentan un papel pro-fibrótico, y que su regulación por parte de PGE2 parece 
tener un papel importante en la fibrosis hepática en modelos murinos. 
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Figura 23. miR-23a-5p y miR-28a-5p se expresan de forma diferencial en los ratones hCOX-
2-Tg tras el procedimiento de BDL. (A) Imágenes representativas de tinciones con H&E, MTC 
y Rojo Sirio realizadas en varias secciones de los hígados de ratones Wt y hCOX-2-Tg, tras haber 
sido sometidos a BDL. Los valores del Rojo Sirio se han representado en U.A. * P <0.05 vs. Wt 
Sham. # P <0.05 vs. Wt BDL. (B) Niveles plasmáticos de actividad de ALT, AST (U/l) y 
bilirrubina (mg/dl) en los ratones Wt y hCOX-2-Tg tras haber sido sometidos a BDL. * P <0.05 
vs. Wt Sham. # P <0.05 vs. Wt BDL. (C) Expresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p en las HSC 
aisladas de los ratones Wt y hCOX-2-Tg tras BDL, analizada mediante RT-PCR. Los valores se 
han normalizado frente a la media de la expresión de miR-191-5p, miR-103a-3p y RNU5G, y se 
han expresado como FI frente al Wt BDL. Los datos se representan como la media + E.E. (n=3-
4 ratones por grupo). * P <0.05 vs. Wt BDL. (D) Inmunohistoquímica fluorescente representativa 
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de una tinción de α-SMA y COL1A1 (izqda.), en los ratones Wt y hCOX-2-Tg tras BDL. Valores 
relativos de su intensidad expresados en porcentaje (dcha.). * P <0.05 vs. Wt Sham. # P <0.05 vs. 
Wt BDL.  
 
4.2.2. La expresión de PGE2 revierte el aumento en la expresión de miR-23a-5p y 
miR-28a-5p inducido por TGF-β1 en las HSC. 
 
 Los resultados previos indican que la expresión de PGE2 inhibe la activación de 
las HSC tanto in vivo como in vitro. En este sentido, la regulación de miR-23a-5p y miR-
28a-5p por parte de COX-2 parece tener relevancia en la fibrosis hepática in vivo. Se 
estudió si ocurre lo mismo in vitro, analizando si la activación de las HSC inducida por 
TGF-β1 se revierte en presencia de PGE2 mediante la regulación de la expresión de miR-
23a-5p y miR-28a-5p. Se utilizaron dos líneas de células esteladas hepáticas, unas 
humanas (LX-2) y otras murinas (GRX), además de HSC primarias aisladas de ratones 
Wt, a las que se trató con PGE2 5 µM TN y TGF-β1 2 ng/ml 6 horas. En los resultados se 
observó que la expresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p es significativamente menor en 
las células tratadas con TGF-β1+PGE2, respecto a los niveles de expresión observados en 
las células tratadas únicamente con TGF-β1 (Figura 24A, B, C). También se analizaron 
por WB los niveles de las proteínas de COL1A1 y α-SMA en las HSC primarias, 
observándose que su aumento tras el tratamiento con TGF-β1 se revierte en presencia de 
PGE2 (Figura 24D). Esto demuestra que PGE2 no solo disminuye la activación de las 
HSC, sino que también atenúa el aumento de los niveles de expresión de miR-23a-5p y 
miR-28a-5p inducidos por TGF-β1 en estas células in vitro. 
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Figura 24. PGE2 dependiente de COX-2 regula la expresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p en 
las células esteladas hepáticas. (A, B, C) Validación de la disminución de la expresión de miR-
23a-5p y miR-28a-5p en las HSC primarias (A), LX-2 (B) y GRX (C), analizados mediante RT-
PCR. Las células se han tratado con PGE2 5 µM TN y con TGF-β1 2 ng/ml durante 6 horas. * P 
<0.05 vs. células tratadas con TGF-β1. (D) WB representativo (arriba) de los niveles de α-SMA 
y COL1A1 en las HSC primarias tratadas con PGE2 5 µM y TGF-β1 2 ng/ml. Para el análisis de 
la densitometría, los valores se han representado frente al valor del Ctrl, y se ha utilizado GAPDH 
como control de carga. * P <0.05 vs. Ctrl. # P <0.05 vs. células tratadas con TGF-β1. (E) 
Expresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p en las HSC primarias, tratadas con PGE2 5 µM, TGF-β1 
2 ng/ml y el inhibidor (inh.) TβR-I (LY364947) 3 μM, analizada mediante RT-PCR. Los valores 
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se han normalizado frente a la media de la expresión de miR-191-5p, miR-103a-3p y RNU5G, y 
se han expresado como FI frente al Ctrl. Los datos se representan como la media + E.E. de tres 
experimentos independientes. * P <0.05 vs. Ctrl. # P <0.05 vs. células tratadas con TGF-
β1+PGE2. 
 
A continuación, se evaluó cómo ejerce su efecto PGE2. Para analizar la posible 
implicación de la vía de señalización de TGF-β1, se trató a las HSC primarias con un 
inhibidor del receptor de TGF-β1 (TβR-I, LY364947) 3 µM, de forma adicional a PGE2 
y TGF-β1. Los resultados mostraron que, tras el tratamiento con el inhibidor, PGE2 no es 
capaz de revertir el aumento producido por TGF-β1 en la expresión de miR-23a-5p y 
miR-28a-5p (Figura 24E). Estos resultados sugieren que la vía de señalización de TGF-
β1 tiene un papel importante en la regulación específica que ejerce PGE2 sobre miR-23a-
5p y miR-28a-5p en las HSC durante la fibrogénesis hepática. 
 En base a los resultados obtenidos en las Figuras 21A y 24D, tras tratar a las 
células LX-2 o HSC con PGE2 y TGF-β1, se propone que PGE2 tiene un papel anti-
fibrótico, al prevenir la activación de las HSC in vitro. Para reafirmar este efecto, se 
utilizó un modelo in vitro tratando de reproducir las condiciones que suceden en el 
modelo in vivo del ratón hCOX-2-Tg. Para ello, se trataron las HSC primarias aisladas de 
ratones Wt con un medio condicionado procedente de los hepatocitos aislados tras su 
cultivo durante 24 horas. Los hepatocitos se obtuvieron de los ratones Wt y hCOX-2-Tg 
sometidos a un tratamiento con Oil o CCl4. En primer lugar, se comprobaron los niveles 
de PGE2 presentes en este medio condicionado. Como se esperaba, estos niveles fueron 
más elevados en el medio de los hepatocitos procedentes de los ratones hCOX-2-Tg 
(Figura 25B). A continuación, se analizó mediante inmunofluorescencia la expresión de 
dos marcadores pro-fibróticos, α-SMA y COL1A1. De acuerdo con los demás resultados, 
se observó que su expresión disminuye en las HSC tratadas con el medio condicionado 
de los hepatocitos de los ratones hCOX-2-Tg, respecto a los Wt, en ambos tratamientos 
(Figura 25A). Por último, se analizaron los niveles de pSMAD2/3, y al igual que sucede 
con α-SMA y COL1A1, se observó que su expresión es significativamente menor en las 
HSC tratadas con el medio condicionado de los hepatocitos de los ratones hCOX-2-Tg 
(Figura 25C). Estos resultados confirman el papel de la expresión de COX-2 en el 
hepatocito durante la fibrogénesis hepática, atenuando la activación de las HSC. 
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Figura 25. El medio condicionado de los hepatocitos aislados de los ratones hCOX-2-Tg 
protege frente a la activación de las HSC. Las HSC primarias se han tratado con medio 
condicionado procedente de los hepatocitos aislados de los ratones Wt y hCOX-2-Tg, tratados 
con Oil o CCl4. (A) Imágenes representativas de la inmunofluorescencia de α-SMA y COL1A1. 
Las células se analizaron mediante microscopía confocal y la intensidad de la fluorescencia se 
digitalizó y se cuantificó. Valores representados arriba a la derecha, en U.A. (B) Medida de los 
niveles de PGE2 en el medio condicionado procedente de los hepatocitos aislados de los ratones 
Wt y hCOX-2-Tg tras 24 horas en cultivo. (C) WB representativo de los niveles de SMAD 2/3. 
Para el análisis de la densitometría, los valores se han representado frente al valor del Wt Oil, y 
se ha utilizado GAPDH como control de carga. Los datos se representan como la media + E.E. de 
tres experimentos independientes. * P <0.05 vs. Wt Oil. # P <0.05 vs. Wt CCl4.  
 
4.2.3. Relación entre los miARNs regulados por COX-2 y las vías de señalización de 
TGF-β1 y apoptosis. Genes diana implicados. 
 
 Tras observar que la expresión de los miARN elegidos se encuentra regulada por 
PGE2 dependiente de COX-2, se analizó en mayor profundidad el papel funcional de estos 
miARNs. Para ello, se realizó un análisis in silico de sus genes diana para determinar las 
vías de señalización en las que están implicados, y que por tanto podrían estar reguladas 
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por estos miARNs. En primer lugar, se utilizó la página web microrna.org, que contiene 
unos algoritmos de predicción que facilitan la búsqueda de los genes diana predictivos de 
cualquier miARN. Una vez determinada la identidad de estos genes diana, se procesaron 
utilizando el software de DAVID 6.7, diseñado para analizar qué vías de señalización se 
encuentran enriquecidas (66). Este análisis permite determinar los posibles efectos 
biológicos en los que se encuentran implicados miR-23a-5p y miR-28a-5p. Como 
resultado de este análisis, se representaron las diversas vías enriquecidas entre los genes 
diana de estos miARNs utilizando la base de datos KEGG, considerando solo las vías de 
señalización con un valor P < 0.05 (Figura 26A). Entre estas vías se incluyen las “vías de 
señalización en cáncer”, “adhesión focal”, “apoptosis” y “vía de señalización de TGF-
β1”, entre otras, estando muchas de ellas implicadas en la regulación de la fibrosis 
hepática.  
 
Figura 26. Enriquecimiento funcional de los genes diana predictivos de los miARN. (A) 
Representación de las rutas biológicas enriquecidas entre los genes diana de miR-23a-5p y miR-
28a-5p, según la base de datos KEGG. Se han representado frente al log10 negativo del Pvalor. 
El número de los genes diana y los genes totales para cada vía se muestran entre paréntesis. Se 
observa un enriquecimiento en las vías relacionadas con la muerte celular, los procesos basados 
en filamentos de actina, la proliferación y la fibrosis. (B) Interacciones entre los miARN 
escogidos anteriormente y sus genes diana. Se han representado utilizando el programa 
Cytoscape.  
 
 Para ilustrar las interacciones entre los miARN escogidos y algunos de estos genes 
diana, se utilizó el programa Cytoscape (Figura 26B). Los genes seleccionados 
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pertenecen a algunas de las vías afectadas, incluyendo la vía de apoptosis y la vía de 
señalización de TGF-β1. Para determinar finalmente si estos genes diana participan o no 
en la regulación de la fibrosis hepática mediada por COX-2, se analizó su expresión 
mediante RT-PCR. Este análisis se realizó en las HSC aisladas de los ratones Wt y hCOX-
2-Tg tratados con CCl4 y en las HSC aisladas de los ratones Wt tratadas con PGE2 5 µM 
TN y TGF-β1 2 ng/ml 6 horas. En la Figura 27A se observa que, en ambos modelos, los 
niveles de expresión de los genes Erk1, Bmp2 (proteína morfogenética ósea 2), Cav1 
(caveolina 1) y Cdh1 (cadherina 1) se encuentran significativamente aumentados en 
presencia de PGE2. Además, al transfectar las HSC primarias con miR-23a-5p y miR-
28a-5p, sus niveles de expresión disminuyeron (Figura 27B). Estos datos indican que 
miR-23a-5p y miR-28a-5p participan en la regulación de la fibrosis hepática mediada por 
COX-2 modulando la expresión de estos genes diana implicados en las vías de apoptosis, 
proliferación y señalización de TGF-β1.  
 
Figura 27. Expresión del ARNm de los genes diana de miR-23a-5p y miR-28a-5p en las HSC. 
(A) Expresión del ARNm de Bcl2-l1, Erk1, Atf2, p38, Fn1, Bmp2, Apaf1, Tradd, Cav1 y Cdh1 en 
las HSC aisladas de los ratones Wt y hCOX-2-Tg tratados con CCl4 (izqda.), y en las HSC aisladas 
de los ratones Wt tratadas con PGE2 5 µM y TGF-β1 2 ng/ml (dcha.), analizada mediante RT-
PCR. Los valores se han normalizado frente al ARNm de 36b4, y se han expresado como FI frente 
al Wt CCl4 o TGF-β1. * P <0.05 vs. Wt CCl4 (izqda.) o vs. células tratadas con TGF-β1 (dcha.). 
(B) Expresión del ARNm de Erk1, Fn1, Bmp2, Cav1 y Cdh1 en HSC transfectadas, analizada 
mediante RT-PCR. Las HSC primarias se transfectaron con pEGP-miR Null, miR-23a-5p o miR-
28a-5p durante 48 horas, utilizando Lipofectamina 2000. Los valores se han normalizado frente 
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al ARNm de 36b4, y se han expresado como FI frente a Null. Los datos se representan como la 
media + E.E. de 3-5/14-18 ratones por grupo (A izqda.) o + E.E. de tres experimentos 
independientes (A dcha., B). * P <0.05 vs. Null. 
 
4.2.4. PGE2 disminuye la proliferación y aumenta la apoptosis en las HSC. 
 
 Teniendo en cuenta que los genes diana de miR-23a-5p y miR-28a-5p se 
encuentran implicados en las vías de apoptosis y proliferación, entre otras rutas 
biológicas, se analizó el efecto de PGE2 en la apoptosis y proliferación de las HSC. Se 
utilizó el medio condicionado de los hepatocitos aislados de los ratones Wt y hCOX-2-
Tg tratados con Oil y CCl4 para incubar las HSC primarias, con el fin de reproducir de 
una forma más parecida lo que ocurre en el modelo in vivo. En primer lugar, se analizó la 
expresión de dos marcadores de proliferación celular, PCNA y Ki67, mediante 
inmunofluorescencia. Se observó que la presencia de PGE2 en el medio condicionado de 
los hepatocitos de los ratones hCOX-2-Tg, fue capaz de inhibir la expresión de ambos 
marcadores en las HSC, que aumentaba tras incubar con el medio de los hepatocitos de 
los ratones tratados con CCl4 (Figura 28A). Además, se realizó un ensayo de viabilidad 
en estas células (MTT), donde se confirmó que PGE2 inhibe de forma significativa la 
proliferación en las HSC (Figura 28B). 
 
Figura 28. El medio condicionado de los hepatocitos aislados de los ratones hCOX-2-Tg 
disminuye la proliferación de las HSC. Las HSC primarias se trataron con el medio condicionado 
procedente de los hepatocitos aislados de los ratones Wt y hCOX-2-Tg, tratados con Oil o CCl4. 
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(A) Imágenes representativas de la inmunofluorescencia de PCNA y Ki67. Las células se 
analizaron mediante microscopía confocal y la intensidad de la fluorescencia se digitalizó y se 
cuantificó. Valores representados en U.A. (B) Experimento de MTT representado en porcentaje 
(Wt Oil es el 100%). Los datos se representan como la media + E.E. de tres experimentos 
independientes. * P <0.05 vs. Wt Oil. # P <0.05 vs. Wt CCl4.  
 
 En base a estos resultados, se analizó si el efecto inhibidor de PGE2 en la 
proliferación de las HSC estaba mediado por un aumento de la apoptosis en estas células. 
Se midieron los niveles de expresión de la Caspasa-3 activa mediante 
inmunofluorescencia, y se observó que su expresión aumentaba de forma significativa en 
las HSC tratadas con el medio de los hepatocitos aislados de los ratones hCOX-2-Tg 
(Figura 29A). Esto se confirmó mediante WB, y se obtuvo el mismo resultado para otra 
proteína pro-apoptótica, BAX (Figura 29B). Además, el resultado del análisis del ciclo 
celular mediante citometría de flujo también reflejó un aumento de la apoptosis en las 
HSC de los ratones hCOX-2-Tg frente a los ratones Wt (Figura 30). En conjunto, estos 
resultados indican que la expresión de COX-2 en el hepatocito induce una disminución 
en la activación de las HSC, inhibiendo la proliferación y aumentando la apoptosis. 
 
Figura 29. El medio condicionado de los hepatocitos aislados de los ratones hCOX-2-Tg induce 
la apoptosis en las HSC. Las HSC primarias se han tratado con el medio condicionado procedente 
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de los hepatocitos aislados de los ratones Wt y hCOX-2-Tg, tratados con Oil o CCl4. (A) Imágenes 
representativas de la inmunofluorescencia de Caspasa-3. Las células se analizaron mediante 
microscopía confocal y la intensidad de la fluorescencia se digitalizó y se cuantificó. Valores 
representados en U.A. (B) WB representativo de los niveles de Caspasa-3 activa y BAX. Para el 
análisis de la densitometría, los valores se han representado frente al valor del Wt Oil, y se ha 
utilizado GAPDH como control de carga. Los datos se representan como la media + E.E. de tres 
experimentos independientes. * P <0.05 vs. Wt Oil. # P <0.05 vs. Wt CCl4.  
 
Figura 30. Las HSC primarias se han tratado con el medio condicionado procedente de los 
hepatocitos aislados de los ratones Wt y hCOX-2-Tg, tratados con Oil o CCl4. Perfil 
representativo del ciclo celular, analizado mediante citometría de flujo. Los valores muestran el 
porcentaje de células en cada fase. 
 
4.2.5. La sobreexpresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p induce la fibrosis hepática, 
mediante la activación de las HSC. 
 
 A continuación, se transfectaron las HSC primarias aisladas de los ratones Wt con 
un vector de expresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p, de manera independiente o en 
combinación. Se comprobó la eficiencia de la transfección mediante el análisis de la 
expresión de GFP presente en el plásmido utilizado (GFP-puromycin (pEGP)-miR 
cloning vector) (Figura 31A), así como los niveles de expresión de miR-23a-5p y miR-
28a-5p, mediante RT-PCR (Figura 31B).  
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Figura 31. Las HSC primarias se transfectaron con pEGP-miR Null, miR-23a-5p o miR-28a-5p 
durante 48 horas, utilizando Lipofectamina 2000. (A) Imágenes representativas de la 
fluorescencia de GFP. Se muestran los valores de la eficiencia de la transfección (%). (B) 
Expresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p en las HSC, analizada mediante RT-PCR. Los valores 
se han normalizado frente a la media de la expresión de miR-191-5p, miR-103a-3p y RNU5G, y 
se han expresado como FI frente al Null. Los datos se representan como la media + E.E. de tres 
experimentos independientes. * P <0.05 vs. pEGP-miR Null.  
 
Se observó que, tras la transfección de las HSC con ambos miARNs, la expresión 
de α-SMA y COL1A1 aumentó de forma significativa (Figura 32A), lo que apoya la 
hipótesis de que tanto miR-23a-5p como miR-28a-5p tienen un papel pro-fibrótico. Sin 
embargo, su efecto no parece ser sinérgico, ya que la expresión de ambos miARNs en 
combinación no da lugar a un mayor aumento de la expresión de los marcadores pro-
fibróticos analizados. 
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Figura 32. La sobreexpresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p induce la fibrosis en las HSC. Las 
HSC primarias se transfectaron con pEGP-miR Null, miR-23a-5p o miR-28a-5p durante 48 horas, 
utilizando Lipofectamina 2000. (A) WB representativo de los niveles de α-SMA y COL1A1. Para 
el análisis de la densitometría, los valores se han representado frente al valor de Null, y se ha 
utilizado GAPDH como control de carga. Los datos se representan como la media + E.E. de tres 
experimentos independientes. * P <0.05 vs. Null.  
 
Por otro lado, se trataron las HSC transfectadas con PGE2 5 µM TN y TGF-β1 2 
ng/ml 6 horas, para determinar si la sobreexpresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p 
contrarresta el efecto anti-fibrótico, anti-proliferativo y pro-apoptótico de PGE2 sobre las 
HSC. En primer lugar, se observó que PGE2 disminuye la expresión de α-SMA y 
COL1A1. Sin embargo, esta inhibición se contrarresta al sobreexpresar miR-23a-5p y 
miR-28a-5p (Figura 33A). Del mismo modo, se analizó la expresión de diversos genes 
diana de los miARNs, implicados en la vía de apoptosis, señalización de TGF-β1 y 
adhesión focal (ERK1, BMP2 y CDH1 respectivamente). Los resultados se ajustaron a lo 
esperado, ya que su expresión se incrementó tras un tratamiento con TGF-β1+PGE2, 
frente a lo observado con TGF-β1, y la sobreexpresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p 
contrarresta este efecto (Figura 33A). A continuación, se analizó la proliferación de las 
HSC transfectadas mediante un ensayo de viabilidad (MTT). Se observó que la 
disminución en la proliferación causada por PGE2 se contrarresta en parte al 
sobreexpresar los miARNs (Figura 33B). Además, la sobreexpresión de miR-23a-5p y 
miR-28a-5p disminuye la apoptosis, ya que reduce la expresión de Caspasa-3 activa y 
aumenta la expresión de BCL-xL, comparado frente a lo observado con PGE2 (Figura 
33C). En conclusión, todos estos resultados indican que miR-23a-5p y miR-28a-5p 
modulan la inducción de la fibrosis hepática a través de la activación de las HSC. Su 
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mecanismo de acción implica inhibición de la apoptosis y aumento de la proliferación y 
de la expresión de marcadores pro-fibróticos en las HSC.  
 
Figura 33. La sobreexpresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p contrarresta el efecto de PGE2. Las 
HSC primarias se transfectaron con pEGP-miR Null, miR-23a-5p o miR-28a-5p durante 48 horas, 
utilizando Lipofectamina 2000. (A, B, C) Las células se trataron con PGE2 5 µM y TGF-β1 2 
ng/ml, de forma adicional a la transfección. (A) WB representativo de los niveles de la proteína 
de α-SMA, COL1A1, ERK, CDH1 y BMP2. (B) Experimento de MTT representado en porcentaje 
(Null es el 100%). (C) WB representativo de los niveles de Caspasa-3 activa y BCL-xL. Para el 
análisis de la densitometría, los valores se han representado frente al valor de Null, y se ha 
utilizado GAPDH como control de carga. Los datos se representan como la media + E.E. de tres 
experimentos independientes. * P <0.05 vs. TGF-β1+Null; # P <0.05 vs. TGF-β1+PGE2+Null. 
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4.3. Análisis de la expresión de COX-2 y los niveles de PGE2 en biopsias hepáticas y 
sueros de pacientes con EHGNA y fibrosis.  
 
A continuación, se muestran más detalladamente los resultados obtenidos en este 
tercer y último objetivo del trabajo. 
 
4.3.1. Análisis de la expresión de COX-2 en biopsias hepáticas de pacientes con 
EHGNA. Relación con el progreso de la enfermedad. 
 
 Tras analizar la implicación de COX-2 en el desarrollo de la EHNA en modelos 
murinos, se quiso investigar su papel en pacientes con EHGNA (ENA y EHNA). El 
estudio incluyó a 34 pacientes con un HN y a 49 pacientes con EHGNA, los cuales se 
dividieron en dos grupos: 26 con ENA y 23 con EHNA. Se analizaron los niveles de 
ARNm de COX-2 en biopsias del hígado de estos pacientes. En la Figura 34A se observa 
un incremento en los niveles de ARNm de COX-2 en los pacientes con ENA y EHNA 
respecto a los HN. Al analizar los niveles de PGE2 en el suero de estos pacientes, se 
encontró un aumento similar (Figura 34B). Además, se observó una correlación positiva 
entre los niveles de expresión de COX-2 en estos pacientes y su índice de actividad 
EHGNA (Figura 34C). Este aumento de la expresión de COX-2 y de los niveles de PGE2 
observado en los pacientes con ENA y EHNA se correlaciona con lo observado en los 
ratones alimentados con la dieta MCD (Figura 7A, B), en los que se apreció una clara 
tendencia a aumentar los niveles hepáticos de PGE2. Sin embargo, teniendo en cuenta el 
papel protector de PGE2 observado en el modelo murino, estos datos parecen indicar que 
los niveles elevados de PGE2 endógena asociados con la progresión de la EHGNA actúan 
como un mecanismo de defensa frente a la enfermedad.  
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Figura 34. Expresión de COX-2 y niveles de PGE2 en pacientes con ENA y EHNA. (A) 
Expresión del ARNm de COX-2 en biopsias hepáticas de pacientes con un HN, ENA y EHNA, 
analizado por RT-PCR. Los valores se han normalizado frente al ARNm de 36b4, y se han 
expresado como FI frente al HN. (B) Medida de los niveles de PGE2 en el suero de estos pacientes. 
(C) Correlación entre los niveles de COX-2 hepáticos y el índice de actividad EHGNA. Se han 
calculado el coeficiente de determinación (R2) y el coeficiente de correlación de Pearson (p). ** 
P <0.01 vs. HN; * P <0.05 vs. HN. 
 
4.3.2. Análisis de los niveles de PGE2 y de la expresión de miARNs en sueros de 
pacientes con fibrosis. Relación con el progreso de la enfermedad. 
 
 Para finalizar, tras haber determinado la implicación de miR-23a-5p y miR-28a-
5p en la fibrosis hepática, se analizó su expresión en sueros procedentes de pacientes con 
fibrosis. El estudio incluyó a 13 pacientes con un HN (con fibrosis grado 0) y a 25 
pacientes no diabéticos, a los cuales se les había diagnosticado fibrosis (de grado I hasta 
grado III). De forma similar a los resultados obtenidos previamente en los pacientes con 
EHNA, se observó un aumento en los niveles de PGE2 a medida que progresa la fibrosis 
hepática (Figura 35A). Sin embargo, aunque no se detectaron cambios significativos en 
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los niveles de miR-23a-5p, se observó una disminución en la expresión de miR-28-5p, 
cuyos valores se correlacionan de forma inversa con lo observado en los niveles de PGE2 
(Figura 35B, C). Estos datos sugieren que la regulación de miR-28-5p mediada por PGE2 
observada en los modelos murinos de fibrosis hepática, podría ocurrir de manera similar 
en los pacientes con fibrosis. 
 
Figura 35. Los niveles de PGE2 aumentan y se correlacionan de forma inversa a los niveles de 
miR-28-5p en el suero de pacientes con fibrosis hepática. (A) Medida de los niveles de PGE2 en 
el suero de pacientes con diferentes grados de fibrosis. * P < 0.01 vs. HN (grado cero). (B) 
Expresión de miR-23a-5p y miR-28-5p en el suero de estos pacientes, analizada mediante RT-
PCR. Los valores se han normalizado frente a la expresión del ARN de UniSp2, y se han 
expresado como FI frente al grado cero. Los datos se representan como la media + E.E. (n=3-19 
pacientes por grupo). * P < 0.05 vs. Grado cero. (C) Correlación entre los niveles de PGE2 y la 
expresión de miR-28-5p. Se han calculado el R2 y el p. 
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 La implicación de las PGs dependientes de COX-2 en la EHNA y la fibrosis 
hepática es un tema controvertido y materia de debate. Algunos estudios señalan que la 
acción de las PGs favorece el desarrollo de estas enfermedades (78, 122, 169), mientras 
que otros indican que su efecto es beneficioso, presentando un papel hepato-protector (67, 
68, 73). Por otro lado, hay un estudio que afirma que COX-2 no media el desarrollo de la 
fibrosis hepática, ya que, tras utilizar un modelo de ratón transgénico para COX-2, no 
observaron diferencias entre los ratones Wt y Tg (170). Todas estas discrepancias en torno 
a la función de COX-2 podrían deberse en parte a que los modelos experimentales 
utilizados son muy variados. Sin embargo, hay trabajos en los que, incluso utilizando el 
mismo modelo, se han observado resultados contradictorios. Un ejemplo de esto último 
son dos estudios donde se ha utilizado celecoxib (inhibidor selectivo de COX-2) en ratas 
tratadas con TAA. El efecto observado de celecoxib sobre la fibrosis hepática inducida 
por TAA es contrario al comparar entre ambos trabajos (68, 122). La utilización de 
inhibidores selectivos para COX-2 también puede ser la causa de algunas de estas 
controversias, ya que estos inhibidores son capaces de afectar a la expresión de otros 
genes a través de vías independientes de COX-2 (6, 134). En este sentido, Wang y 
colaboradores (153) han demostrado que un inhibidor de COX-2, rofecoxib, inhibe la 
expresión del factor fibrogénico CTGF (factor de crecimiento del tejido conectivo), y por 
tanto, la activación de las HSC y la producción de colágeno. Sin embargo, esto contrasta 
con otro trabajo que indica que la acción del NS398, otro inhibidor de COX-2, induce la 
expresión de colágeno en HSC, mientras que un tratamiento con PGE2 exógena lo inhibe 
(67). Con el objetivo de profundizar en el estudio, y tratando de evitar las controversias o 
limitaciones que pueden generar los inhibidores farmacológicos de COX-2, en el presente 
trabajo se ha utilizado un modelo de ratón transgénico portador del gen COX-2 humano, 
que se expresa selectivamente en el hepatocito. En trabajos previos del grupo, se observó 
que, utilizando este mismo modelo, PGE2 dependiente de COX-2 presenta un papel 
protector frente al daño hepático, esteatosis, obesidad y resistencia a la insulina (20, 46, 
107). En base a estos resultados, se planteó la hipótesis de que COX-2 podría tener un 
efecto protector en otras enfermedades hepáticas como la EHNA y la fibrosis. 
 La EHNA es parte de la EHGNA, apareciendo como resultado de la progresión 
de esta patología. Se caracteriza por un aumento de la inflamación lobular y portal, daño 
hepatocelular y en última instancia, fibrosis hepática (163). Para analizar el papel de 
COX-2 en la EHNA, se ha utilizado un modelo murino de dieta MCD. A pesar de que el 
perfil metabólico de los animales tratados no es idéntico al observado en la EHNA en 
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humanos, este modelo es capaz de reproducir sus principales características histológicas 
en menos tiempo que con otras dietas (rápida aparición de esteatosis, inflamación, estrés 
oxidativo y apoptosis) (69, 148). La eficacia del modelo se confirma en los ratones Wt 
tratados con esta dieta, ya que presentan estas características.  
Se ha observado que las prostaglandinas derivadas de la acción de COX-2 
disminuyen el daño hepático (“ballooning”, inflamación e índice de actividad EHGNA) 
y la esteatosis en los ratones hCOX-2-Tg. Esta función protectora se ve reforzada por 
otros resultados del grupo, donde se observó que, tras utilizar un modelo de dieta grasa 
(HFD), la acción de COX-2 no solo protege frente a la esteatosis hepática, sino también 
frente a otros parámetros (como obesidad, RI, adiposidad e inflamación) (46). Por otro 
lado, se ha observado que la esteatohepatitis inducida por la dieta MCD se revierte durante 
las primeras semanas si tras la misma, los ratones ingieren de nuevo una dieta RCD (70). 
Esta reversión del daño se confirmó en los ratones Wt, ya que recuperaron en parte los 
niveles de P.C., ALT y el índice de actividad EHGNA, que habían empeorado tras la 
dieta. En los ratones hCOX-2-Tg esta recuperación fue mayor. En el presente trabajo 
también se ha observado que los ratones hCOX-2-Tg presentan un menor grado de 
inflamación. La inflamación es un proceso complejo que, en exceso o con un desarrollo 
crónico, no solo empeora el daño hepático, sino que también puede llegar a promover la 
fibrosis y la carcinogénesis hepática. Su presencia es característica de muchas 
enfermedades hepáticas, entre ellas la EHNA, como se ha mencionado anteriormente 
(13). MCP-1 y su receptor, CCR2, son las principales moléculas que median la 
infiltración y el reclutamiento de macrófagos en el hígado. Se ha observado que las células 
de Kupffer (macrófagos residentes) son la principal fuente de MCP-1, mientras que CCR2 
se expresa sobre todo en los macrófagos infiltrados (112). La importancia de ambas 
moléculas en el desarrollo del proceso inflamatorio no se ha visto solo en un modelo de 
EHNA inducido por la dieta MCD, donde al inhibir MCP-1 se atenúan la esteatosis y la 
inflamación inducidas por la dieta (3), sino también en otro modelo de EHNA inducido 
por una dieta deficiente en colina (111), un modelo de obesidad inducido por una dieta 
HFD (119), e incluso en un modelo de fibrosis inducida por CCl4 (76, 110). En estos 
modelos se ha contemplado que la falta de receptor CCR2 disminuye el daño hepático, 
además de la esteatosis, la fibrosis, la infiltración de macrófagos o la expresión de 
diversas citoquinas pro-inflamatorias. En el presente trabajo, la importancia del papel 
protector de COX-2 frente a la inflamación se pone de manifiesto por el aumento del 
proceso inflamatorio en los ratones Wt, tras el tratamiento con la dieta MCD. Los niveles 
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de MCP-1 y de monocitos infiltrados Ly6C+ aumentan con la dieta, además de la 
presencia de células CCR2+, reflejando un aumento de la infiltración de células 
inflamatorias con su correspondiente efecto en el proceso patológico. Sin embargo, en los 
ratones hCOX-2-Tg, la expresión constitutiva de COX-2 hepática atenúa los niveles de 
todos estos factores pro-inflamatorios, incluyendo la expresión sistémica de citoquinas 
pro-inflamatorias. De forma similar, en un trabajo previo del grupo, se indica que COX-
2 disminuye la expresión de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1β, IL-6 o TNF-α, tras 
someter a los animales a una dieta HFD (46). Este papel protector de PGE2 frente a 
inflamación no se observa solo en hígado, sino también en el músculo esquelético, donde 
atenúa la inflamación inducida por ácidos grasos (35); en fibroblastos pulmonares 
humanos, donde modula la liberación de MCP-1 (131); o en macrófagos peritoneales, 
donde su inhibición aumenta la aterosclerosis mediante un aumento de TNF-α (59). Sin 
embargo, el papel de COX-2 en el contexto inflamatorio también presenta controversias, 
ya que hay estudios en los que se afirma que el efecto de COX-2 favorece la inflamación 
(53, 169). Sin contar con que su expresión se induce por estímulos pro-inflamatorios 
como TNF-α o IL-1β, lo que no implica que su papel sea pro-inflamatorio, sino que 
sugiere que su regulación es compleja dependiendo del estímulo y del contexto celular 
(61). Por otro lado, en este trabajo se ha observado que COX-2 atenúa la respuesta 
inflamatoria inducida por la dieta MCD a través de la inhibición de la vía de NF-κB y la 
peroxidación de lípidos. Finalmente, respecto a la apoptosis, los resultados obtenidos en 
los ratones Wt tratados con la dieta MCD concuerdan con la revisión de Cazanave & 
Gores (22), donde se ha demostrado que la muerte celular de los hepatocitos es un proceso 
clave en la patogénesis de la EHNA. También se ha señalado su relación con el proceso 
inflamatorio, ya que el desarrollo de la EHNA inducido por la activación de caspasa 3 se 
encuentra en parte mediado por la infiltración de los monocitos circulantes Ly6C+ (150). 
A pesar de las controversias existentes en cuanto al efecto de COX-2 sobre la apoptosis 
de los hepatocitos durante el desarrollo de la EHNA (30, 164), los datos obtenidos en el 
presente trabajo indican que COX-2 presenta un papel anti-apoptótico, como lo 
demuestran la disminución de la relación Bax/Bcl-xL, el aumento de Mcl-1 y la 
disminución de la actividad de la caspasa-3. La acción de COX-2 sobre la actividad de 
caspasa 3 se ha analizado en diversos modelos de daño hepático (42, 45, 107), y los 
resultados obtenidos apoyan esta hipótesis. En resumen, se puede afirmar que la expresión 
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de COX-2 en el hepatocito protege frente a la EHNA inducida por una dieta MCD, dado 
su papel anti-inflamatorio, anti-apoptótico y anti-oxidante observado (Figura 36).  
 
 
Figura 36. La síntesis de PGE2 en los hepatocitos protege frente a la EHNA inducida por una 
dieta MCD. En presencia de PGE2, los hepatocitos se encuentran protegidos frente a la 
inflamación, esteatosis, “ballooning”, apoptosis y estrés oxidativo inducidos por una dieta MCD. 
Como consecuencia, se impide la progresión de la EHNA. 
 
Teniendo en cuenta la importancia de la apoptosis de los hepatocitos durante el 
desarrollo de la EHNA, se decidió analizar con más profundidad el mecanismo por el cual 
COX-2 presenta un efecto anti-apoptótico in vivo. Se ha observado que la vía de 
señalización de TGF-β1 juega un papel importante en la muerte celular de los hepatocitos, 
siendo un potente inductor de su apoptosis a través del aumento del estrés oxidativo (64, 
140). Así se demuestra en un estudio reciente (168) que indica que la señalización por 
TGF-β1 en los hepatocitos contribuye al desarrollo de la EHNA, mediante un aumento 
de la activación de Smad y la producción de ERO. En el presente trabajo se confirma esta 
función pro-apoptótica y oxidativa de TGF-β1 en los hepatocitos procedentes de los 
ratones Wt. También se ha observado que PGE2 ejerce un papel protector frente a la 
acción de TGF-β1, lo que concuerda con otros estudios sobre la acción de diversas 
prostaglandinas en los hepatocitos (77, 85). Los niveles de expresión de los genes anti-
oxidantes analizados (Cat, Sod1, Sod2 y Gsr) aumentan en los hepatocitos de los ratones 
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hCOX-2-Tg tratados con TGF-β1, pero no en los de los ratones Wt, indicando que la 
producción constitutiva de PGE2 aumenta los niveles de los genes anti-oxidantes como 
un mecanismo de defensa frente al daño causado por la presencia de TGF-β1 en el 
hepatocito. El uso del inhibidor de COX-2, DFU, revirtió el aumento de la expresión de 
estos genes en los hepatocitos de los ratones hCOX-2-Tg, con el consiguiente incremento 
de los niveles de peroxinitritos y de la apoptosis. Estos resultados, sumados a los datos 
obtenidos respecto al papel anti-oxidante de COX-2 en otros trabajos (2, 26), apoyan la 
función protectora de PGE2 en el hepatocito. 
 La fibrosis hepática ocurre como un proceso de cicatrización en respuesta al daño 
hepático subyacente a enfermedades crónicas del hígado, producidas por diversos 
factores como el consumo excesivo de alcohol, la infección por el virus de la hepatitis, la 
esteatosis o la resistencia a la insulina. El proceso se inicia con una respuesta inflamatoria, 
e implica alteraciones en la composición y cantidad de la matriz extracelular. Sin 
embargo, si la lesión prevalece, se produce la fibrosis, con una acumulación excesiva de 
fibras de colágeno y otros componentes de la MEC en el parénquima hepático. Las HSC 
son las principales células responsables de la fibrosis hepática, ya que, tras su activación, 
se convierten en las productoras mayoritarias de MEC (24, 147).  
 Para analizar el papel de COX-2 en la fibrosis hepática, se ha utilizado un modelo 
murino de tratamiento con CCl4, capaz de reflejar las características más importantes de 
la fibrosis hepática en humanos (incluyendo inflamación, regeneración, acumulación de 
fibras, etc.). Como apoyo a los resultados obtenidos con este modelo, también se ha 
utilizado un modelo colestático de daño hepático, BDL. Ambos modelos son de los más 
utilizados para los estudios sobre la fibrosis hepática (94). En los resultados obtenidos in 
vivo se ha observado que la expresión de COX-2 en el hepatocito disminuye la progresión 
de la fibrosis. Esto lo hace a través de la inhibición de la vía de señalización de TGF-β1, 
disminuyendo la activación de SMAD; e impidiendo la activación de las HSC. Algo 
similar se observa en los animales hCOX-2-Tg sometidos a BDL. A pesar de las 
controversias existentes respecto al papel de COX-2, este efecto anti-fibrótico no solo se 
confirma en otros estudios sobre fibrosis hepática, sino también en trabajos sobre fibrosis 
pulmonar o renal (5, 9, 68, 74, 154). En relación con esto, se ha observado que la 
disminución de la expresión de marcadores pro-fibróticos como PDGF-B y su receptor, 
además de la inducción del factor anti-fibrótico HGF en los ratones hCOX-2-Tg tratados 
con CCl4, participan en la mediación del efecto beneficioso de las prostaglandinas (8, 
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165). La prevención de la activación de las HSC por parte de COX-2, no se ha observado 
solamente in vivo. En un trabajo reciente, se determinó mediante un análisis de expresión 
por microarrays, que la expresión del 55,4% de los genes alterados por la acción de TGF-
β1 en la diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos, fue revertida por un tratamiento 
con PGE2 (160). De forma similar, en el presente trabajo, tanto en las líneas celulares 
utilizadas (LX-2 y HSC primarias) como al imitar las condiciones del modelo in vivo 
incubando las HSC con el medio condicionado de los hepatocitos, se ha confirmado que 
el tratamiento in vitro con PGE2 contrarresta la inducción de la activación de las HSC, 
producida tanto por el tratamiento con TGF-β1 como por el tratamiento con CCl4. Estos 
resultados indican que PGE2 ejerce un papel anti-fibrótico, y ponen de manifiesto la 
importancia de la expresión de COX-2 en el hepatocito sobre la inhibición de la fibrosis 
hepática, dada su acción frente a la activación de las HSC. 
 En base a los resultados obtenidos, se analizó el mecanismo por el que PGE2 es 
capaz de disminuir la activación de las HSC y por tanto, la producción de MEC. Tras el 
uso de diferentes inhibidores farmacológicos en las células LX-2, se observó que el 
proceso de regulación es sumamente complejo, pues están implicadas diversas vías de 
señalización (PKC, PKA, p38, MEK/ERK y NF-κB), además de los receptores EP2 y 
EP4, a través de los cuales PGE2 ejerce su efecto anti-fibrótico. En conformidad con estos 
resultados, estudios previos indican que PGE2 inhibe la expresión de α-SMA y colágeno, 
así como la proliferación y la diferenciación de fibroblastos pulmonares (10, 57) a través 
de la vía de señalización EP2 o EP4/AMPc/PKA. Asimismo, esta vía está involucrada 
tanto en la disminución de la proliferación estimulada por PDGF en las HSC (82), como 
en la supresión de la proliferación y la fibrosis en células esteladas pancreáticas humanas 
(127). Por otro lado, se conoce que la vía de señalización de p38 participa en la inducción 
de α-SMA mediada por TGF-β1 en los fibroblastos pulmonares, y que la acción 
protectora de PGE2 implica la inhibición de esta vía a través de EP2/AMPc/PKA (126). 
También se ha demostrado que, en fibroblastos pulmonares y renales, PGE2 inhibe la 
estimulación del CTGF inducida por TGF-β1, a través de la inhibición de las vías de p38, 
ERK y JNK (7). Sin embargo, en un estudio sobre la función cardíaca (98), PGE2 es capaz 
de disminuir la hipertrofia y la fibrosis a través de su receptor EP3, cuya acción se 
encuentra mediada en parte por la vía de señalización de ERK. Estos ejemplos refuerzan 
la idea sobre la complejidad de la regulación de este proceso, no solo porque se vean 
implicados diferentes receptores y vías de señalización, sino porque dependiendo del tipo 
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celular utilizado (LX-2 en este caso), el mecanismo que media la acción anti-fibrótica de 
PGE2 parece ser diferente. 
 Los miARNs juegan un papel esencial en numerosos procesos biológicos, tales 
como el crecimiento celular, diferenciación, apoptosis, inflamación, etc.; y en 
enfermedades como cáncer, diabetes, asma o enfermedades cardiovasculares entre otras. 
Es de relevancia su papel en las enfermedades hepáticas, ya que se han observado 
alteraciones en los niveles de expresión de los miARNs en pacientes con EHGNA, 
fibrosis, cirrosis y CHC, e incluso en procesos como la proliferación de los hepatocitos 
durante la regeneración hepática (28, 43, 130, 132). En un trabajo previo del grupo se 
observó que COX-2 es capaz de regular el procesamiento de diversos miARNs 
implicados en la señalización de la insulina en el hígado. En concreto, COX-2 disminuye 
los niveles de miR-183 en las células hepáticas incrementando los niveles de la helicasa 
p68 (DDX5) vía PI3K/p300. Esto promueve protección frente a la RI, incrementando los 
niveles de IRS1 (113). Teniendo en cuenta estos resultados, y para conocer en mayor 
profundidad el mecanismo mediante el cual PGE2 protege frente a la fibrosis hepática, se 
ha analizado la implicación de los miARNs y su relación con PGE2 dependiente de COX-
2 en esta enfermedad. 
 Tras realizar el análisis de expresión mediante un microarray, los miARNs 
elegidos fueron miR-23a-5p, miR-28a-5p, miR-199a-3p y miR-29a-3p. Se escogieron 
miR-199a-3p y miR-29a-3p como controles pro-fibróticos o anti-fibróticos, 
respectivamente, y a miR-23a-5p y miR-28a-5p porque fueron los más estadísticamente 
significativos en los datos del análisis. Además, para esta elección, se optó por comparar 
los resultados obtenidos en las HSC de los ratones hCOX-2-Tg frente a los Wt en la 
condición de CCl4, debido a que este es el compuesto que induce la fibrosis en este 
modelo. En estudios previos, se ha observado que la regulación de los miARNs es muy 
variable, siendo específica de cada tipo celular o de cada órgano o tejido, y además puede 
variar dependiendo de cada patología. En el contexto del hígado se cumple esta premisa, 
ya que los miARNs se expresan y se regulan de forma selectiva en cada tipo celular (129, 
130, 132). Esto se ha confirmado en el caso de miR-23a-5p y miR-28a-5p: los resultados 
obtenidos en el presente trabajo muestran que su regulación es opuesta en las HSC al 
compararla con los hepatocitos. Por otro lado, se eligieron miR-199a-3p y miR-29a-3p 
como controles en la validación del array debido a que su participación en la fibrosis 
hepática ya se había estudiado previamente. La sobreexpresión de miR-199a en las HSC 
se correlaciona con la progresión del daño hepático y el aumento de la fibrosis hepática y 
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la cirrosis, ya que su acción afecta a la inducción de la expresión de diversos genes 
relacionados con la fibrosis (TIMP1, procolágeno α-1, MMP13) en estas células (114). 
En este sentido, se ha observado que la acción beneficiosa de la curcumina (compuesto 
con propiedades anti-inflamatorias, anti-oxidantes y anti-cancerígenas que se ha visto que 
reduce la severidad de la EHNA (87)) disminuye su expresión tras un tratamiento con 
CCl4 (62). Se considera a miR-199a, junto a la familia de miR-200, como los principales 
miARNs asociados a la regulación de la fibrosis hepática (62, 114). Su acción pro-
fibrótica no solo se pone de manifiesto en modelos animales tratados con CCl4, o en 
modelos in vitro de HSC tratadas con TGF-β1, sino también en el hígado de pacientes 
con fibrosis, o hepatitis C crónica (132). Por el contrario, se ha observado que todos los 
miembros de la familia de miR-29 presentan un papel anti-fibrótico, ya que su 
sobreexpresión en las HSC se asocia a una disminución de la producción de colágeno 
(130), que puede estar mediada por la acción de HGF (86). También se ha observado que 
en un modelo de fibrosis inducida por CCl4, miR-29b es capaz de disminuir la activación 
de las HSC y aumentar su apoptosis inhibiendo la vía de PI3K/AKT (159). Además, la 
activación de las HSC, ya sea por CCl4, BDL o TGF-β1, inhibe la expresión de miR-29a, 
y esto se asocia a un aumento de la producción de matriz extracelular. Esta disminución 
de los miembros de la familia de miR-29 se ha relacionado con procesos de inflamación 
hepática crónica y fibrogénesis, tanto en diferentes modelos de fibrosis hepática en ratón, 
como en otras muchas especies, incluyendo pacientes con fibrosis hepática (130, 132). 
Por ejemplo, se ha observado que un tratamiento con TGF-β1 en hepatocitos humanos 
reduce la expresión de miR-29a/b/c, de forma similar a lo observado en ratones tratados 
con CCl4 (81). Los resultados del presente trabajo se corresponden con estos estudios, 
indicando que la expresión de COX-2 en el hepatocito participa en la regulación de estos 
miARN en las HSC, disminuyendo la expresión de miR-199a-3p y aumentando la de 
miR-29a-3p. En relación con los otros dos miARN escogidos, miR-23a-5p y miR-28a-
5p, su papel en la fibrosis hepática todavía no se ha esclarecido. En algunos trabajos se 
ha observado que la expresión de miR-23a-5p aumenta en pacientes con EHGNA (32, 
43). Además, la señalización por TGF-β1 y Smad 2/3 induce su expresión, participando 
en la TEM de las enfermedades intersticiales pulmonares, favoreciendo la proliferación 
de los fibroblastos pulmonares (33). También se ha visto su implicación en el desarrollo 
de la TEM en el sobrecrecimiento gingival, enfermedad fibrótica donde se da una 
acumulación de matriz extracelular en el tejido conectivo gingival (166). Respecto a miR-
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28, por un lado, se ha observado que sus niveles aumentan en el plasma de los pacientes 
con embolia pulmonar (172), mientras que, por otra parte, su papel beneficioso en el 
carcinoma hepatocelular parece bastante asentado (139, 171). Sin embargo, apenas hay 
información sobre su implicación en la fibrosis. Esta falta de información sobre su 
participación en la fibrosis hepática, sumada al hecho de que en los datos del análisis estos 
dos miARNs presentaban una diferencia más significativa, es la razón de que se hayan 
elegido como objeto de este estudio. 
Tras el análisis de la expresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p en las HSC, los 
resultados indican que la expresión constitutiva de COX-2 disminuye los niveles de estos 
miARNs en el modelo de fibrosis hepática inducida con CCl4. Dado el papel protector de 
COX-2 en la fibrosis y lo observado con miR-199a-3p, los datos indican que estos 
miARNs presentan una función pro-fibrótica. Esto se confirmó en el modelo de BDL y 
en los diferentes modelos in vitro utilizados, donde el aumento de la expresión de miR-
23a-5p y miR-28a-5p inducido por TGF-β1 se revierte tras añadir PGE2; y su 
sobreexpresión genera un aumento de la expresión de α-SMA y COL1A1 Los resultados 
obtenidos en el presente trabajo concuerdan con estudios previos que muestran que PGE2 
tiene un efecto opuesto a TGF-β1, revirtiendo la diferenciación de fibroblastos 
pulmonares o la activación de HSC (57, 67, 73). Para profundizar en el mecanismo por el 
cual PGE2 ejerce este efecto protector frente a la fibrosis hepática, se analizó la 
implicación de la vía de señalización de TGF-β1, utilizando un inhibidor del receptor de 
TGF-β1 (TβR-I, LY364947). Los resultados muestran que, tras el tratamiento con el 
inhibidor, PGE2 no es capaz de revertir el aumento observado en la expresión de miR-
23a-5p y miR-28a-5p producido por TGF-β1, indicando que PGE2 regula la expresión de 
estos miARNs, al menos en parte, a través de la vía de señalización de TGF-β1. 
 Tras confirmar que la expresión de los miARNs elegidos está regulada por PGE2 
en las HSC, se analizaron sus genes diana, para determinar las vías de señalización que 
se encuentran enriquecidas por la presencia de COX-2. El análisis se centró en las vías 
relacionadas con la apoptosis y la señalización de TGF-β1, teniendo en cuenta los 
resultados previos obtenidos sobre la función protectora de COX-2 en la EHNA y la 
fibrosis hepática. Como resultado, se observó que los niveles de expresión de los genes 
Erk1, Bmp2, Cav1 y Cdh1 se encuentran aumentados de forma significativa en las HSC 
en presencia de PGE2, tanto en el modelo in vivo como en el in vitro, y de igual forma se 
observa un aumento en los niveles de proteína. Además, la sobreexpresión de miR-23a-
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5p y miR-28a-5p inhibe la expresión de estos genes. Este hallazgo apoya la hipótesis 
sobre el papel pro-fibrótico de miR-23a-5p y miR-28a-5p en las HSC, ya que estos genes 
diana presentan funciones anti-fibróticas y pro-apoptóticas. Respecto a ERK, en la 
revisión de Cagnol & Chambard (17) se aporta un resumen sobre las funciones anti-
proliferativas y pro-apoptóticas de esta vía de señalización en una gran variedad de 
modelos celulares. Por ejemplo, en fibroblastos murinos L929, se indica que la apoptosis 
inducida por el estrés oxidativo (en concreto H2O2) está mediada por la fosforilación de 
ERK1/2, pues su inhibición bloquea el proceso apoptótico (89). Además, al cultivar 
fibroblastos pulmonares en presencia de matriz extracelular derivada de los mismos, se 
ha observado una disminución de la expresión de Col1a2 a través de la vía de 
Ras/MEK/ERK, teniendo el factor de transcripción Sp1 un papel directo en esta 
inhibición (39). Los BMPs son miembros de la superfamilia de TGF-β1 y presentan 
función anti-fibrótica en muchos órganos, como riñón, hígado o pulmón. Por ejemplo, 
BMP2 antagoniza la actividad pro-fibrótica de TGF-β1 inhibiendo α-SMA y COL1A1 a 
través de Smad1 en las células esteladas pancreáticas (54). Las funciones pro-apoptóticas 
de BMP2 también se han observado en las células MH60 (hibridoma de ratón), donde 
incrementa la apoptosis a través de la activación de TAK1 y la fosforilación de p38 (79). 
En cuanto a CAV-1, es un potente regulador negativo de la señalización por TGF-β1, y 
su acción se ve inhibida por miR-199a-5p, lo que concuerda con los datos conocidos sobre 
la acción pro-fibrótica de este miARN (96). Por otro lado, CAV-1 también es capaz de 
prevenir la formación de colágeno inducida por PAR2 en las HHStecs (una línea de HSC 
humanas), a la vez que aumenta la apoptosis en estas células (92). Finalmente, la 
disminución de la expresión de CDH-1/E-cadherina, con el consiguiente incremento de 
la expresión de N-cadherina, según progresa la activación de las HSC, también contribuye 
a remarcar sus propiedades anti-fibróticas (95). Además, la expresión de E-cadherina 
promueve la apoptosis en las HSC tras un tratamiento con icatirina, similar a la inhibición 
de la proliferación que este compuesto provoca en las LX-2 y HSC-T6 (91, 146). 
 Teniendo en cuenta la implicación de los miARNs estudiados en la apoptosis, se 
decidió analizar el papel que ejerce PGE2 en la apoptosis y la proliferación de las HSC. 
Los resultados obtenidos indican que PGE2 tiene una acción pro-apoptótica y anti-
proliferativa sobre las HSC, a diferencia de lo observado en los hepatocitos, donde PGE2 
presenta un papel claramente anti-apoptótico. La apoptosis de los hepatocitos es una 
característica de las enfermedades hepáticas crónicas y se asocia no solo con EHNA, sino 
también con el desarrollo de la fibrosis. Tras la exposición al daño, los hepatocitos sufren 
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apoptosis. Como consecuencia, las HSC migran a la zona donde se ha producido este 
daño hepático para engullir los cuerpos apoptóticos de los hepatocitos, lo que promueve 
su activación a miofibroblastos hepáticos y el desarrollo de la fibrosis, aumentando la 
deposición de MEC y la formación de cicatrices en el hígado. Pero también existen 
muchas evidencias que indican que la apoptosis de las HSC es el principal mecanismo 
asociado a la resolución de la fibrosis, ya que causaría una disminución en el número de 
HSC activadas (24). Estos datos refuerzan la hipótesis sobre el papel anti-fibrótico de 
PGE2 a través de la inhibición de miR-23a-5p y miR-28a-5p, dada su función anti-
apoptótica en los hepatocitos y pro-apoptótica en las HSC. El aumento de la proliferación 
y la disminución de la apoptosis causados por la sobreexpresión de miR-23a-5p y miR-
28a-5p en las HSC contribuye a reforzar esta idea, ya que contrarresta el efecto de PGE2. 
En resumen, los resultados obtenidos indican que la expresión de COX-2 en el hepatocito 
atenúa la fibrosis hepática a través de la producción de PGE2, que ejerce su acción de dos 
formas distintas: inhibiendo la apoptosis de los hepatocitos, lo que reduciría la activación 
de las HSC; y disminuyendo la expresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p en las HSC, lo 
que reduce la proliferación y aumenta la apoptosis en estas células, impidiendo la 
progresión de la fibrosis (Figura 37). 
 
Figura 37. La síntesis de PGE2 en los hepatocitos protege frente a la fibrosis hepática. En 
presencia de PGE2, los hepatocitos se encuentran protegidos frente a la apoptosis. De esta forma, 
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las HSC no pueden engullir el cuerpo apoptótico del hepatocito, lo que disminuye su activación. 
Además, PGE2 disminuye la expresión de miR-23a y miR-28a en las HSC. Esto provoca un 
incremento de la expresión de ERK, BMP2, CAV1 y CDH1, lo que conduce a un aumento de la 
apoptosis y a una inhibición de la proliferación de las HSC. Como consecuencia, se observa una 
disminución de la expresión de α-SMA y COL1A1 en las HSC. 
 
 Trabajos previos demuestran que la expresión de COX-2 y PGE2 se induce en 
pacientes con EHNA, hepatitis B o C, cirrosis hepática o CHC (29, 58, 99, 116). En el 
presente trabajo, también se ha observado un aumento progresivo de los niveles hepáticos 
de COX-2 y los niveles en suero de PGE2 en los pacientes con EHGNA (ENA y EHNA) 
y fibrosis. Estos resultados se podrían interpretar asumiendo que COX-2 y PGE2 
participan en el desarrollo de estas patologías, lo que puede resultar contradictorio si se 
compara con su función protectora observada en los modelos animales. En el trabajo de 
García-Alonso et al. (55) observaron un aumento de PGE2 endógena en el tejido adiposo 
blanco de pacientes obesos. Sin embargo, tras tratar estos tejidos con PGE2 exógena, 
obtuvieron una disminución en la expresión de los genes relacionados con el desarrollo 
de la inflamación y la fibrosis. Además, al tratar adipocitos 3T3 diferenciados expuestos 
a TGF-β con PGE2, observaron un efecto protector similar. Esto indica que la inducción 
de la expresión de COX-2 endógena a lo largo del desarrollo de la EHNA y la fibrosis 
forma parte de un mecanismo de defensa en respuesta al daño hepático. También se dan 
ejemplos similares en modelos animales. En este sentido, se ha determinado que el 
palmitato aumenta la expresión de COX-2 en células murinas del músculo esquelético. 
Sin embargo, tras analizar la contribución de COX-2 al desarrollo de la inflamación 
inducida por palmitato, se corroboró su efecto protector, ya que al inhibir la expresión de 
COX-2 se promueve la inflamación, hecho que se previene con la adición de PGE2 
exógena (35). El aumento de COX-2 por la acción de TGF-β1 es bien conocido (67, 73), 
al igual que el efecto inhibitorio de PGE2 exógena sobre la activación de las HSC humanas 
y murinas, inducida por TGF-β1 (67). Además, se sabe que en modelos murinos de 
intoxicación por paracetamol (APAP), en los cuales se incrementa de forma significativa 
la producción de PGE2 endógena, al añadir PGE2 exógena antes o después del tratamiento 
con APAP, se consigue un efecto hepatoprotector muy pronunciado (21). A este respecto, 
los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que los niveles hepáticos de COX-
2 y PGE2 también tienden a incrementarse en los animales tratados con una dieta MCD. 
En base a todos estos datos, se propone que los niveles elevados de PGE2 endógena 
asociados con la progresión de la EHGNA o fibrosis ejercen un papel protector frente a 
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la enfermedad y contribuyen a su resolución. Sin embargo, el nivel de la inducción de 
COX-2 asociada a la progresión de estas patologías no alcanza a revertir el daño de la 
misma forma que se observa al añadir PGE2 de forma exógena o con una expresión 
constitutiva de la enzima (como en los ratones hCOX-2-Tg). Respecto a lo observado en 
los niveles de expresión de los miARNs en el suero de los pacientes con fibrosis, la 
expresión de miR-28-5p se correlaciona negativamente con el aumento de PGE2. Esto 
indica que la regulación de este miARN en los pacientes fibróticos se da de forma similar 
a la observada en los modelos murinos de fibrosis hepática. En este sentido, y como parte 
de su papel hepatoprotector, PGE2 regularía negativamente los niveles de miR-28-5p en 
los pacientes, a medida que progresa la enfermedad. Este papel de PGE2 resulta ser menos 
evidente en el caso de miR-23a-5p. Los datos obtenidos sugieren que, a pesar de que 
PGE2 endógena derivada de la inducción de COX-2 inhiba la expresión de miR-28-5p, e 
impida la inducción de miR-23a-5p, sus efectos no son suficientes para impedir la 
progresión de la fibrosis en estos pacientes. A diferencia del modelo murino de expresión 
constitutiva de COX-2, donde los efectos protectores producidos por la síntesis 
prolongada de PGE2 se asemejan más a un tratamiento con PGE2 exógena.  
 No existe una terapia efectiva frente a la EHNA y la fibrosis hepática. Las 
estrategias farmacológicas utilizadas son limitadas, por lo que es necesario desarrollar 
terapias más específicas. La aproximación más efectiva sería el resultado de la 
combinación de tratamientos farmacológicos unidos a un cambio del estilo de vida (38). 
Entre las terapias estudiadas se incluyen la actuación sobre factores de transcripción, 
lipotoxicidad, modificaciones químicas de citoquinas, inhibidores de caspasas e 
inflamación, e incluso utilización de nanopartículas o estrategias basadas en el uso de 
miARNs (115, 136, 137). Los tratamientos basados en el uso de AINEs también son 
comúnmente utilizados. Sin embargo, los efectos adversos de estos inhibidores de COX 
son frecuentes, pudiendo incrementar el riesgo de sangrado gastrointestinal en pacientes 
cirróticos (88) o aumentando la incidencia de sufrir problemas cardiovasculares, sobre 
todo tras un tratamiento a largo plazo (156). También se ha observado su participación en 
la hepatotoxicidad, aunque la toxicidad derivada de los inhibidores selectivos para COX-
2 es menor que la observada en los anti-inflamatorios no selectivos. Además, son capaces 
de afectar a la expresión de otros genes a través de vías independientes de COX-2 (6). 
Teniendo en cuenta la controversia derivada del uso de inhibidores de COX-2 (68, 78, 
122) y dado el papel protector de PGE2 observado en el presente trabajo, sería 
recomendable plantear terapias alternativas al uso de estos inhibidores, sean selectivos o 
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no para COX-2. Una posible aproximación, para potenciar el efecto de la prostaglandina 
endógena, consistiría en el uso de prostaglandinas o análogos estables de las mismas 
(como la 16,16dmPGE2 (101)), o en potenciar la señalización de COX-2 en el hígado de 
forma similar a lo que ocurre en los ratones hCOX-2-Tg. Las terapias dirigidas a miARNs 
también serían beneficiosas, dada la relación de miR-23a-5p y miR-28a-5p con la 
activación de las HSC. Para ello, sería necesario un estudio más detallado, analizando 
potenciales dianas farmacológicas de estos miARNs, para desarrollar incluso estrategias 
terapéuticas personalizadas. 
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• La expresión constitutiva de COX-2 en el hepatocito protege a los ratones frente 
a la EHNA inducida por una dieta MCD, dado su papel anti-inflamatorio, anti-
apoptótico y anti-oxidante. 
• Los ratones transgénicos que expresan COX-2 en el hepatocito están protegidos 
frente a la fibrosis hepática inducida por CCl4 y BDL, mediante la inhibición de 
la activación de las HSC tanto in vivo como in vitro.  
• PGE2 derivada de la expresión constitutiva de COX-2 en el hepatocito inhibe la 
expresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p en las HSC en un modelo de fibrosis 
hepática in vivo inducida por CCl4 o BDL, y en un modelo in vitro inducido por 
TGF-β1. 
• miR-23a-5p y miR-28a-5p participan en la regulación de la fibrosis hepática 
modulando la expresión de los genes diana Erk1, Bmp2, Cav1 y Cdh1, con 
funciones anti-fibróticas y pro-apoptóticas. 
• PGE2 atenúa la fibrosis hepática por dos mecanismos: inhibiendo la apoptosis de 
los hepatocitos y disminuyendo la expresión de miR-23a-5p y miR-28a-5p en las 
HSC, lo que reduce la proliferación y aumenta la apoptosis en estas células.  
• La inducción de la expresión de COX-2 y PGE2 endógena en pacientes con EHNA 
y fibrosis forma parte de un mecanismo de defensa en respuesta al daño hepático. 
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